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1.1.  Características generales de Neisseria meningitidis 
 
Neisseria meningitidis es la bacteria causante de la meningitis 
meningocócica y la principal responsable de la meningitis bacteriana. Esta 
enfermedad invasiva tiene una distribución global y afecta principalmente a niños de 
corta edad y adolescentes, siendo una enfermedad infecciosa, contagiosa y 
potencialmente letal. 
Esta bacteria es un diplococo que, como la mayoría de las especies 
pertenecientes al género Neisseria, posee respiración aeróbica y su crecimiento se ve 
estimulado por una atmósfera húmeda con una concentración de dióxido de carbono 
entre el 5% y el 10%, una temperatura de 35 a 37 º C y un pH entre 7,4 y 7,6.  
N. meningitidis puede estar rodeada por una cápsula que la protege de la 
fagocitosis y de la actividad bactericida del complemento (Figura 1). En su 
superficie presenta fimbrias que le permiten adherirse a las células y colonizar la 
orofaringe y la nasofaringe. Prácticamente todas la cepas aisladas de pacientes son 
capsuladas. En función de la estructura del polisacárido capsular, se pueden dividir 
los meningococos en 13 serogrupos, de los cuales los grupos A, B, C, W135 e Y 
causan  casi la totalidad de las infecciones en todo el mundo. En Europa, la gran 
mayoría de las infecciones meningocócicas están causadas por meningococos de los 
serogrupos B y C
1
. N. meningitidis se clasifica también en tipos, subtipos e 
inmunotipos en base a la reactividad inmunológica de sus proteínas de membrana 
externa PorA y PorB, y de los lipooligosacáridos respectivamente
2,3
. 
                                                 
1
 Harrison L.H., Trotter C.L., Ramsay M.E. 2009. Global epidemiology of meningococcal disease. 
Vaccine. 27S: B51-B63. 
2
 Frasch CE, Zollinger WD, Poolman JT. 1985. Serotype antigens of Neisseria meningitidis and a 
proposed scheme for designation of serotypes. Rev Infect Dis. 7: 504-510. 
3
 Scholten RJ, Kuipers B, Valkenburg HA, Dankert J, Zollinger WD et al. 1994. Lipo-
oligosaccharide immunotyping of Neisseria meningitidis by a whole-cell ELISA with monoclonal 






Figura 1. Micrografías electrónicas de  Neisseria meningitidis (A) y vesículas de membrana externa  (B). 
Tomada de: Sadarangani et al. Lancet Infect Dis. 10: 112-124. 
Actualmente existen vacunas efectivas y de amplia cobertura contra los 
grupos A, C, Y y W135. Estas vacunas emplean como principal antígeno el 
polisacárido capsular de dichos serogrupos conjugado a una proteína transportadora, 
generando una protección satisfactoria, con excepción de los menores de cinco años, 
cuyo sistema inmune aún es inmaduro e incapaz de generar memoria inmunológica. 
Debido a la pobre antigenicidad del polisacárido capsular de tipo B, el desarrollo de 
una vacuna para la prevención de la enfermedad meningocócica causada por este 
serogrupo está siendo enfocado hacia el estudio de antígenos alternativos y muy 
especialmente de las proteínas de la membrana externa (OMPs)
4,5
. 
1.2. La enfermedad meningocócica 
 
N. meningitidis coloniza la nasofaringe humana, su único reservorio 
conocido, manteniendo con el huésped una relación de comensalismo obligado. La 
mayoría de la personas son portadoras, es decir, presentan esta bacteria de manera 
asintomática en algún momento a lo largo de su vida. El meningococo sobrevive de 
manera muy breve expuesto al ambiente, por lo que la transmisión entre individuos 
requiere vehículos como las secreciones respiratorias superiores y en contactos 
                                                 
4
 Bjune G, Høiby EA, Grønnesby JK, Arnesen O, Fredriksen JH  et al. 1991. Effect of outer 
membrane vesicle vaccine against group B meningococcal disease in Norway. Lancet. 338: 1093-
1096.  
5
 Milagres LG, Gorla MC, Sacchi CT, Rodrigues MM. 1998. Specificity of bactericidal antibody 
response to serogroup B meningococcal strains in Brazilian children after immunization with an outer 





cercanos con portadores, normalmente asintomáticos. Ocasionalmente, las bacterias 
pueden penetrar las membranas de las mucosas y acceder al sistema sanguíneo, como 
resultado de la coincidencia de determinadas características de cepa o susceptibilidad 
del huésped. La bacteria tras sobrevivir y multiplicarse en el sistema sanguíneo 
(bacteremia), puede atravesar las meninges y acceder al fluido cerebroespinal, 
provocando meningitis debido a la fuerte inflamación inducida por los factores de 
virulencia, como el lipooligosacárido (LOS). Los síndromes clínicos son varios e 
incluyen meningitis, con o sin meningococemia, meningococemia fulminante, 
meningoencefalitis, pneumonía, artritis séptica y otras presentaciones. A pesar de los 
importantes avances en los procedimientos de diagnóstico y de atención médica 
existentes en los países desarrollados, la infección meningocócica presenta una alta 






La distribución mundial y el comportamiento epidemiológico de los cinco 
serogrupos principales son diferentes (Figura 2).  El serogrupo A causa epidemias 
principalmente en África subsahariana (en el denominado “cinturón de la 
meningitis”) cada 10 años aproximadamente, con una duración de 3 a 4 años. Las 
tasas de incidencia son cercanas al 1% y la tasa de letalidad es del 10 al 15%
6,7
. Sin 
embargo, en Europa y Estados Unidos este serogrupo apenas es responsable del 0.3% 
de los casos de enfermedad meningocócica, aunque con  excepciones como los 




 en los años 70, y más recientemente Moscú
10
, 
donde los aislados del serogrupo A alcanzaron el 10% de los casos. Los análisis 
                                                 
6
 Harrison LH. 2006. Prospects for vaccine prevention of meningococcal infection. Clin Microbiol 
Rev. 19: 142-164. 
7
 Chang Q, Tzeng Y, Stephens D. 2012. Meningococcal disease: changes in epidemiology and 
prevention. Clinical Epidemiology. 4: 237-245. 
8
 Counts GW, Gregory DF, Spearman JG, Lee BA, Filice GA et al. 1984. Group A meningococcal 
disease in U.S. Pacific Northwest: epidemiology, clinical features and effect of a vaccination control 
program. Rev Infect Dis. 6: 640-648. 
9
 Peltola H, Mäkelä PH, ELO O, Pettay O, Renkonen OV et al. 1976. Vaccination against 
meningococcal group A disease in Finland 1974-75.  Scand J Infect Dis. 8: 169-174. 
10
 Achtman M, van der Ende A, Zhu P, Koroleva IS, Kusecek B et al. 2001. Molecular 





genotípicos de los aislados del serogrupo A indican que los brotes epidémicos de 
enfermedad de este serogrupo son causados principalmente por linajes clonales 
específicos, como el complejo ST-5, responsable de dos pandemias acaecidas en la 
segunda mitad del siglo XX
11
.  
El serogrupo B es el principal responsable de las infecciones en países 
desarrollados, representando hasta el 76% de los casos esporádicos en varios países 
europeos, y el 35% en EEUU
12
. Las epidemias del serogrupo B se producen de 
manera más lenta que las del serogrupo A, pudiendo durar 10 años o más y están 
asociadas a la aparición de cepas hipervirulentas. En la década de los 70, se 
incrementó la incidencia de la enfermedad en Noruega y España debido a cepas del 
serogrupo B del complejo clonal ET-5/ST-32
13
. Este mismo complejo causó un brote 
epidémico en Cuba en los años 80, propagándose a la región de São Paulo, en Brasil, 
a finales de los años 80. Nueva Zelanda sufrió una epidemia desde 1991 hasta 2007
14
 
causada por el complejo clonal ST41/44. 
 El serogrupo C fue uno de los máximos responsables de la enfermedad 
endémica en Europa y Norteamérica, hasta la introducción de la vacuna conjugada, 
alcanzando proporciones de hasta el 40% y ocasionando múltiples epidemias
15
. La 
mayoría de estas infecciones son causadas por cepas altamente relacionadas, 





                                                 
11
 Olyhoek T, Crowe BA, Achtman M. 1987. Clonal population structure of  Neisseria meningitidis 
serogroup A isolated from epidemics and pandemics between 1915 and 1983. Rev Infect Dis. 9: 665-
692. 
12
 Halperin SA, Bettinger JA, Greenwood B, Harrison L et al. 2012. The changing and dynamic 
epidemiology of meningococcal disease. Vaccine. 30S: B26-B36. 
13
 Caugant DA, Frøholm LO, Bøvre K, Holten E, Frasch CE et al. 1986. Intercontinental spread of 
a genetically distinctive complex of clones of Neisseria meningitidis causing epidemic disease. Proc 
Natl Acad Sci U S A. 83: 4927-4931. 
14
 Baker MG, Martin DR, Kieft CE, Lennon D. 2001. A 10-year serogroup B meningococcal 
disease epidemic in New Zealand: descriptive epidemiology, 1991-2000. J Paediatr Child Health. 37: 
13-19. 
15
 Granoff  DM, Harrison LH,  Borrow R. 2008. Meningococcal vaccines. En : Plotkin SA, 







Figura 2. Distribución global de los principales serogrupos de N. meningitidis causantes de enfermedad (tomada 
de Stephens DS. 2007). 
 
El serogrupo W135 era relativamente raro como causante de enfermedad 
invasiva. Sin embargo, en 2001 se produjo un brote epidémico en Arabia Saudí 
durante el peregrinaje a La Meca de miles de personas
16
. Entre los años 2003 y 2007 
ocurrió otro brote epidémico, con una tasa de mortalidad muy elevada, en la 
Provincia de Gauteng, Sudáfrica
17
. El clon causante pertenece al complejo clonal 
ST11/ET37, el mismo al que pertenecen las cepas virulentas del serogrupo C. 
Algunos autores sugieren que la coexistencia de dos serogrupos en el mismo 
complejo clonal es debido al llamado “capsular switching”, mecanismo mediante el 
cual el meningococo cambia de serogrupo por la  transformación y recombinación de 
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1.2.2. Interacción con el huésped. Colonización, infección y respuesta inmune. 
 
La evolución de muchos patógenos les ha permitido colonizar y completar su 
ciclo vital de forma que, como en el caso del meningococo, la enfermedad infecciosa 
resulte un suceso ocasional. En términos generales, para adultos sanos, la tasa de 
individuos portadores de Neisseria meningitidis está entre 10-35%
20
, aunque la 
estimación está limitada por las técnicas empleadas. En grupos poblacionales con un 
gran contacto (universidades, servicio militar, etc.) las tasas en ocasiones son 
cercanas al 100%
21,22
. El cambio que ocurre para que el estado de portador se 
transforme en enfermedad no está del todo claro, pero parece ser una combinación de 
factores de virulencia bacteriana y susceptibilidad del portador
20
, incluyendo la edad, 
una infección vírica previa y/o polimorfismos genéticos
23
, entre otros. La gran 
variabilidad antigénica, tanto en niveles de expresión de factores de virulencia, como 
en las propiedades antigénicas de los mismos, favorece la evasión a la respuesta 
inmune lo que supone un importante obstáculo en el desarrollo de vacunas
24
. Para la 
prevención del estado de portador y la erradicación de la enfermedad es muy 
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importante conocer los mecanismos de colonización e interacción con el huésped. 
Como se ha comentado, el único reservorio conocido de N. meningitidis es la 
nasofaringe humana y debido a la fuerte especificidad por su huésped en el proceso 
de colonización, la relevancia de estudios animales es limitada. Para evitar esto, 
algunos estudios se han realizado con cultivos de órganos celulares, aunque la 
mayoría han sido llevados a cabo mediante el cultivo de células humanas
25
, y 
recientemente realizando la humanización de modelos animales
26
, provocando la 
expresión de ciertas proteínas humanas que actúan como diana en la colonización del 
huésped. 
 
1.2.2.1. Colonización e invasión del huésped. 
 
El primer paso para el desarrollo de una enfermedad infecciosa por un 
patógeno es la colonización de individuos susceptibles. N. meningitidis interactúa 
con diferentes tipos celulares en el proceso de colonización, entrada en la circulación 
sistémica y desarrollo de la enfermedad, por lo que presenta numerosas adhesinas 
que interaccionan con distintos receptores humanos, siendo los pili tipo IV y las 
proteínas de membrana externa Opa y Opc, las expresadas en más cantidad
25
. 
En un primer contacto, el meningococo se une específicamente a las células 
epiteliales columnares no ciliadas de la nasofaringe para después conseguir su 
internalización en dichas células
27
. El contacto inicial con las células epiteliales es 
mediado por los pili tipo IV
28
, proyecciones filamentosas de 4-6 nm de ancho y unos 
6 µm de largo que se extienden desde la superficie de la bacteria atravesando la 
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cápsula polisacarídica. Para los pili tipo IV de N. meningitidis el receptor propuesto 
es la proteína CD46
29
, que pertenece a una familia de proteínas expresadas en 
prácticamente todos los tipos celulares con excepción de los eritrocitos. Aunque 
estudios en Neisseria gonorrhoeae
30
, parecen evidenciar que es posible que otros 
factores además del CD46 estén implicados en la mediación entre los pili 
meningococales y las células o tejidos humanos
31,20
. Tras el primer contacto y en el 
mismo lugar, el microorganismo prolifera en la superficie de las células epiteliales no 
ciliadas formando microcolonias.  
La cápsula impide la unión de otras adhesinas, pero sin embargo, el anclaje 
a las células epiteliales puede activar un sistema regulador que conduce a la pérdida 
o a una menor expresión de la cápsula
32
. Sin esta, se posibilita la adherencia estrecha 
del meningococo a las células epiteliales y la formación de placas corticales,  
conduciendo al “reclutamiento” de factores que favorecerán la internalización del 
meningococo
33
. Esta adherencia estrecha es mediada por las proteínas de membrana 
externa Opa y Opc
34
. Las proteínas Opa son una familia de proteínas transmembrana 
con estructura beta barril, con cuatro loops expuestos superficialmente. La región 
beta barril constituye una región conservada de estas proteínas, mientras que tres de 
los cuatro loops superficiales varían entre los distintos tipos de proteínas Opa
35
.  A 
pesar de su variabilidad antigénica,  la mayoría de las proteínas Opa reconocen uno o 
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más miembros de la familia de receptores CEACAM (carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule) humanos, una rama de la superfamilia de las 
inmunoglobulinas
36
. Dentro de la familia de los receptores, el CEACAM1 es el 
expresado en más tipos celulares, ya que se encuentra tanto en células epiteliales 
como endoteliales y también en células del sistema inmune
37
. Las proteínas Opc 
comparten propiedades fisicoquímicas y una cierta homología con las proteínas Opa 
y son diferentes en estructura y control genético. Estudios recientes muestran que tras 
la invasión las Opc se unen a la proteína α-actinina del citoesqueleto, tanto en células 
endoteliales como del epitelio
38
. En estudios recientes, han sido descritas otras 
moléculas implicadas en la adhesión e invasión del epitelio respiratorio, como la 
NhhA (Neisseria Hia/hsf homologue), la App (adhesion and penetration protein), la 
HrpA (haemagglutin/haemolysin-related protein A), NadA (Neisseria meningitidis 
Adhesin A) y MspA (meningococcal serine protease A)
39
.  
Los posteriores pasos de internalización, supervivencia intracelular y 
diseminación en el torrente sanguíneo son más desconocidos
40
. Ayudada por factores 
de virulencia, como la proteasa IgA1 (degrada proteínas de membrana asociadas al 
lisosoma previniendo la maduración del mismo, y activando la expresión de la 
cápsula la bacteria) la bacteria atraviesa el espacio intracelular en el interior de 
vacuolas membranosas. Una vez en el torrente sanguíneo puede, en ocasiones, 
multiplicarse rápidamente produciendo infección sistémica o atravesar la barrera 
hemato-meningea, proliferar en el sistema nervioso central y causar meningitis. La 
alteración de los genes relacionados con la síntesis de la cápsula y los LOS da lugar a 
un aumento de la sensibilidad del meningococo a la muerte por el suero, indicando 
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así, la importancia de estos polisacáridos para sobrevivir en el torrente sanguíneo
41
. 
N. meningitidis es objeto de constantes presiones selectivas y su habilidad para 





1.2.2.2. Respuesta inmune frente al meningococo 
 
 Los mecanismos involucrados en la respuesta inmune frente a la enfermedad 
meningocócica, que pueden ser tanto innatos como adquiridos, reconocen estructuras 
de la superficie bacteriana. Este proceso tiene lugar en múltiples localizaciones, 
empezando en la mucosa nasofaríngea, y continuando en el sistema vascular y 
órganos infectados a medida que la enfermedad avanza.  
 
Respuesta inmune humoral. Anticuerpos y sistema del complemento 
El papel principal de los anticuerpos en la protección contra la enfermedad 
meningocócica ha sido demostrado indirectamente por la relación inversa entre los 
títulos de anticuerpos anti-meningococales (actividad bactericida del suero) y la 
incidencia de la enfermedad según la edad del paciente.
43,44
 Un alto porcentaje de 
recién nacidos presentan actividad bactericida del suero como resultado del paso de 
inmunoglobulinas protectivas maternas a través de la placenta. Esta inmunidad va 
disminuyendo tras el parto hasta alcanzar los 12 meses de edad (periodo en el cual la 
susceptibilidad a la enfermedad es más alta). Esta inmunidad aumenta hasta la edad 
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adulta en la que el 65-85% de los individuos presentan suero bactericida contra el 
meningococo (Figura 3). 
 
Figura 3. Prevalencia dependiente de edad de la enfermedad meningocócica en relación a la inmunidad 
poblacional calculada por la actividad bactericida del suero (tomada y modificada de Pollard AJ, 2001). 
 
El sistema implicado en la actividad bactericida del suero es el sistema del 
complemento, compuesto por un grupo de proteínas (muchas con actividad 
enzimática) que interaccionan secuencialmente con un orden predefinido. La 
activación de la cascada enzimática depende tanto de la unión de un anticuerpo a la 
superficie bacteriana como por mecanismos de inmunidad innata. 
Existen tres vías de activación del complemento (Figura 4-A): (i) vía clásica, 
activada por la interacción antígeno-anticuerpo; (ii) vía alternativa, activada por la 
interacción de estructuras de la superficie microbiana con el componente C3b y los 
factores B y D; (iii) la vía de la lectina, activada cuando la lectina de unión a manosa 
se une a residuos manosa presentes en la superficie bacteriana. Las tres vías 
comienzan con una secuencia de reacciones proteolíticas en las que los productos 





pueden ser anafilotoxinas, factores quimiotácticos que establecen una vía química 
para atraer células fagocíticas e inflamatorias al lugar de la infección. Las tres rutas 
confluyen en la formación del enzima C3 convertasa, que rompe la proteína C3 
produciendo el componente C3b, que activa los componentes tardíos provocando la 
lisis de la bacteria. 
En la vía clásica, cuando los anticuerpos de isotipo IgM, IgA, IgG1, IgG2 o 
IgG3 se unen al antígeno ocurre un cambio conformacional en su región Fc, 
permitiendo la unión del primer componente C1q, activando así la vía clásica. El 
resultado es la formación del complejo de ataque a membrana (MAC), que es 
altamente lipofílico y se inserta en las membranas bacterianas provocando la lisis 
celular. Durante la activación del complemento se liberan los fragmentos C3a y C5a, 
que son promotores de las funciones de los fagocitos y la inflamación. 
La vía alternativa es un estado de activación permanente del componente C3 
que genera C3b. En ausencia de antígenos permanece  inactivo por la acción del 
factor I. Ante la presencia de paredes bacterianas, el C3b generado se une 
covalentemente a estas, impidiendo la actuación del factor I y permitiendo la 
activación del complemento por esta vía, induciendo la opsonización y activación del 
MAC (Figura 4-B). 
 La vía de la lectina se activa por la unión de la proteína lectina de unión a 
manosa (Mannose Binding Lectin [MBL]), que uniéndose a polisacáridos con 
residuos manosa (presentes en las superficies bacterianas) fija los componentes C4, 
C2, y C3 a la superficie celular, catalizando la formación del MAC y provocando así 
la lisis de la bacteria. El complejo MBL-polisacárido es semejante a los complejos de 
C1 de la vía clásica del complemento. 
En las membranas de las células del huésped se encuentran moléculas de 
regulación negativa, que aceleran la disociación de la convertasa de C3 en la propia 















Figura 4: A) Representación esquemática de las tres vías de activación del sistema del complemento.  Las tres 
vías confluyen en la formación de la convertasa de C5,  desencadenando la formación del complejo de ataque a 
membrana (C5-9) y la lisis celular. B) Formación del complejo de ataque a membrana con capacidad citolítica 






Individuos con deficiencias en el sistema del complemento presentan un 
aumento de susceptibilidad a la enfermedad meningocócica, lo que  nos muestra la 
importancia de este sistema en la respuesta inmune frente al meningococo. C3 es un 
componente central del sistema del complemento en el que confluyen las tres vías de 
activación, y cuya rotura a C3b pone en marcha los mecanismos bactericidas de lisis 
y de opsonofagocitosis. Esto explica que las deficiencias en C3 estén asociadas a un 
incremento de la susceptibilidad a la enfermedad.
45,46 
La deficiencia de la MBL 
predispone a un amplio rango de infecciones bacterianas
47
. La carencia de los 
componentes finales del complemento (C5-C9) supone una relación más estrecha 
con el incremento en la susceptibilidad a la enfermedad meningocócica
48,49,50
. Otros 
dos componentes del complemento cuya deficiencia se ha relacionado con la 
enfermedad meningocócica son los factores P
51
 y D 
52, 53
. 
Distintos mecanismos para modificar los componentes de superficie permiten 
a N. meningitidis evadir la acción del complemento. La presencia de cápsula en todos 
los aislados obtenidos de pacientes y el hecho de que cepas mutantes sin cápsula sean 
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altamente susceptibles a la acción del complemento
54
 sugieren la vital importancia de 
esta estructura en la virulencia del meningococo
55
.  
Otro factor importante que confiere resistencia al complemento son los LOS 
(lipooligosacáridos). Existen doce variantes en N. meningitidis inmunológicamente 
distinguibles. Los inmunotipos L3, L7 y L9 son predominantes en aislados de 
infecciones, que comparten la característica de que su cadena carbohidratada α 
contiene una fracción que es idéntica a un antígeno de grupo sanguíneo humano
56
. 
Estos, así como L2 y L5, pueden ser modificados por sialización
57
, confiriéndoles las 
características inhibidoras del sistema del complemento. 
 Diversos patógenos tienen la capacidad de captar “reguladores negativos” del 
sistema del complemento de la fase soluble para aumentar su supervivencia en el 
suero
58





Respuesta inmune celular. 
 
 Aunque la función de la respuesta inmune celular frente al meningococo es 
menos clara que la de la respuesta inmune humoral, el mayor conocimiento de estos 
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aspectos ha puesto de manifiesto la crucial importancia de la activación de las células 
del sistema innato en el desarrollo de una inmunidad humoral protectiva
61
 Los 
principales tipos celulares implicados en esta respuesta son los granulocitos 
neutrófilos, las células dendríticas y los macrófagos.  
La predominancia de neutrófilos en el líquido cerebroespinal de pacientes con 
meningitis meningocócica y su temprana activación en el transcurso de la infección, 
nos muestran su importancia en la eliminación del meningococo
62
, lo que ha sido 
constatado en estudios con sueros deficientes en los últimos componentes del sistema 
del complemento
63
. Los neutrófilos humanos eliminan los meningococos 
opsonizados a través de los receptores Fc-gamma. A su vez, son capaces de captar y 
eliminar al meningococo de manera no opsónica mediante la unión de los receptores 
CEACAM a las proteínas Opa
64
. 
Las células dendríticas y los macrófagos funcionan como nexo de unión entre 
la inmunidad innata y la adaptativa. También regulan el inicio y desarrollo de la 
respuesta inmune, debido a su doble papel como células fagocíticas y células 
presentadoras de antígenos
41
. Para los serogrupos A, B y C, la expresión de la 
cápsula reduce considerablemente el acoplamiento a células dendríticas y la 
fagocitosis.  
La función de los linfocitos B y T en la respuesta inmune presenta  grandes 
diferencias, y según cual sea estimulado por los diferentes antígenos será 
determinante en la inmunidad frente al meningococo. El polisacárido capsular, 
excepto el polisacárido A
65
, estimula las células B por unión con el receptor de 
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células B (BCR), induciendo su diferenciación a células plasmáticas productoras de 
anticuerpos, pero sin estimular las células T, por lo que no se producen células B de 
memoria nuevas y desaparece el reservorio existente, lo que resulta en una menor 
respuesta en subsiguientes dosis vacunales, además de no ser inmunogénico en 
niños
66,67
. La producción y mantenimiento de memoria inmunológica requiere la 
conjugación química de una proteína transportadora al polisacárido, induciendo una 
respuesta T-dependiente, posibilitando la diferenciación de células T colaboradoras 
específicas, que ayudarán a la estimulación de células B productoras de anticuerpos y 
de memoria. La protección a largo plazo a nivel de individuo depende de la 
persistencia de anticuerpos funcionales y el mantenimiento de la memoria 
inmunológica. La velocidad con la que el meningococo invade y produce 
enfermedad (en un plazo incluso de horas) hace que la acción por parte de las células 
B sea ineficaz, ya que requiere 4 días o más para su puesta en funcionamiento, 
excepto en casos con un período de incubación largo. Especialmente en los períodos 
con un mayor número de casos de enfermedad meningococócica, la permanencia de 
anticuerpos funcionales podría ser clave en la inmunidad individual y, al reducir el 




1.3. Vacunas frente a la enfermedad meningocócica 
Neisseria meningitidis es la bacteria causante de la mayoría de casos de 
meningitis en el mundo, la rapidez de la enfermedad y la dificultad para distinguirla 
en ocasiones de otra infección febril, pueden llevar a la muerte de un individuo 
previamente sano en horas. El tratamiento de la enfermedad reduce la mortalidad 
pero un gran número de los pacientes  sobreviven con secuelas importantes
69
. La 
mayoría de los casos de enfermedad meningocócica son causados por cinco de los 
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trece serogrupos existentes (A, B, C, Y y W135) y más recientemente ha sido 
descrito el serogrupo X como causante de un importante número de infecciones
70
. 
Los polisacáridos de estos cinco serogrupos son la base de las vacunas actualmente 
permitidas y en uso, con excepción del serogrupo B. Las estrategias seguidas en el 
diseño de vacunas contra los diferentes serogrupos han sido varias, con buenos 
resultados de eficacia en muchos de ellos incluso contra el serogrupo B, aunque en 
este último caso dicha eficacia se limita a la prevención de la enfermedad ante las 
cepas con las que han sido elaboradas. 
1.3.1. Vacunas contra los serogrupos A, B, C, X, Y y W135 
A principios del siglo XX se dieron los primeros pasos en el desarrollo de 
vacunas meningococales utilizando como antígenos células bacterianas muertas. Sin 
embargo, debido en parte a un mal control de los estudios clínicos, su eficacia era 
cuestionable lo que, junto con una generación de respuesta inaceptable, hizo que este 
enfoque de vacunación fuese desechado
71
. 
 Gracias al éxito de la vacunación con polisacáridos pneumococales para 
inmunizar a humanos, se comenzó a estudiar un nuevo enfoque utilizando 
polisacáridos meningococales purificados
72,73
. A finales de los años 60 el Walter 
Reed Army Institute (EEUU) realizó ensayos con polisacáridos de los serogrupos A y 
C en respuesta a brotes epidémicos en reclutas norteamericanos, resultando seguros e 
inmunogénicos en humanos
74,75
. Posteriormente se desarrollaron vacunas 
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polisacarídicas, permitidas y disponibles desde los años 70, bivalentes (serogrupos A 
y C), trivalentes (serogrupos A, C y W-135) y tetravalentes (serogrupos A, C, Y y 
W-135). Aunque no fueron incluidas en programas rutinarios de vacunación, fueron 
ofrecidas a grupos especiales en riesgo y utilizadas también para controlar brotes 
epidémicos en África, así como epidemias de meningitis A en el cinturón de la 
meningitis
69
 (Tabla 1). 
Tabla1. Vacunas disponibles y en desarrollo contra los serogrupos A, C, X, Y y W135 de N. 
meningitidis. 
Vacunas Polisacarídicas 
 Vacuna Antígenos Serogrupos Disponibilidad 
     
 Mengivac A+C ® 
Sanofi-Pasteur 
 
Polisacárido (PS) A y C.  A, C Disponible  en España 
 Mencevax AC® 
GlaxoSmithKline 
 
PS A y C. A, C Disponible  en España 
 Mencevax ACW135® 
GlaxoSmithKline 
 
PS A. C. y W-135 A, C y W-135 Utilizada desde 2003 
en el cinturón de la meningitis 
africano. 
 
  Menomune® 
 Sanofi-Pasteur 
 
PS A, C, Y y W-135 A, C, Y y W-135 Autorizada en 1981 
 ACWY Vax® 
GlaxoSmithKline 
 
PS A, C, Y y W-135 A, C, Y y W-135 Disponible en España por 
medicación extranjera. 
Dirigida al mercado de los 
peregrinos a La Meca 
 




PS C conjugado 
a toxoide diftérico CRM197 
 
C  Utilizada desde 1999 en UK 
 Menjugate® 
Novartis 
PS C conjugado 
a toxoide diftérico CRM197 
 
C   
 NeisVac-C ® 
Baxter 
 
PS  C conjugado 





PS Hib y PS C conjugado  












PS A, C, Y y W-135 
conjugado a toxoide diftérico 
 
A, C, Y y W-135 Aprobada en 2005 en USA y 
Canadá. .En 2011 aprobado el 
uso  de  9-23 mesesI 
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PS A, C, Y y W-135 
conjugado a toxoide tetánico 
 
A, C, Y y W-135 Aprobada por la UE en 2012 
para la inmunización de  niños 
mayores de 12 mesesII,III,IV 
 MenveoTM 
Novartis 
PS A, C, Y y W-135 
conjugado a CRM197 
 
A, C, Y y W-135 Aprobada en USA  para 






PS A y Cnconjugado a 
toxoide tetánico y 




Aprobada en el 2012 para la 
inmunización de bebés de entre 
6 semanas y 18 mesesVI 
 MenAfriVacTM 
(Meningitis Vaccine Proyect)* 












Autorizada por la OMS en 
2010 para su uso en campañas 
de vacunación masivas en 
Burkina Faso, Niger, Mali, 
Camerún, Chad y NigeriaVII 




PS C conjugado a toxoide 
tetánico. 
C Fase II completadaVIII 
 Vacuna OMVs bivalente 
 
 
Vacuna MenX  
Novartis 
 
Vacuna NOMV-fHbp  
 
 
Vacuna OMVs trivalente 
 










OMVs  serogrupos A y 
W135 y OMVs serogrupo 
X o PS X 
















Ensayos preclínicos X 
 
 





Ensayos preclínicos XIII 
Las referencias indicadas en esta tabla se muestran en la página 151. 
 
La principal limitación de esta formulación es que no induce inmunidad T-
depeniente
76,77
, por lo que no proporcionan memoria inmunológica a largo plazo y 
resultan poco efectivas en niños menores de dos años, principal grupo de riesgo
78,79
. 
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Las vacunas conjugadas contra Haemophylus influenza y Streptococus 
pneumoniae, demostraron que la conjugación química de los polisacáridos a un 
transportador proteico permite que se induzca una respuesta T-dependiente
80
. 
Siguiendo este procedimiento han sido desarrolladas diferentes vacunas conjugadas 
en base a los polisacáridos A, C, X, Y, y W135. 
En el año 1999, Reino Unido fue el primer país en introducir una vacuna 
conjugada del serogrupo C (MenC) en los programas de inmunización nacional, lo 
que supuso un importante avance, al conseguir respuesta T-dependiente y 
permitiendo una importante reducción de la incidencia de la enfermedad. En los años 
2001 y 2002 el número de casos de enfermedad por el serogrupo C en cada grupo 
diana de edad menor de 20 años,  fue hasta un 89-94% menor que en los años 1998 y 
1999, antes de la introducción de la vacuna
81
. El uso de la vacuna conjugada MenC 
en los programas de vacunación de otros países, entre ellos España, provocó la 




Con el serogrupo C casi eliminado, se produjeron un gran número de vacunas 
conjugadas con otros serogrupos. Una vacuna conjugada con una combinación de 
MenC y Hib fue usada en programas de inmunización nacional en Reuno Unido, 
como dosis de recuerdo
83
. La vacuna conjugada contra el serogrupo A, 
MenAfrivac
TM
, está siendo usada en campañas de vacunación masiva en países del 
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cinturón de la meningitis
84
. Recientemente han sido permitidas otras vacunas 
conjugadas con los polisacáridos A, C, W-135 e Y por todo el mundo
69
. 
1.3.2. Problemática del serogrupo B. Estrategias y situación actual 
Debido a la existencia de vacunas disponibles capaces de controlar las 
enfermedades causadas por los serogrupos A, C, Y y W135, el serogrupo B se ha 




La problemática que presenta el serogrupo B se debe a que el polisacárido 
capsular es un homopolímero de ácido N-acetilneuramínico α-2,8, antigénicamente 
idéntico al expuesto en glicoproteínas de células del tejido nervioso durante el 
desarrollo fetal humano
86
, por lo que presenta inmunotolerancia y el riesgo de 
desarrollar reacciones autoinmunes. Debido a la ineficacia de esta molécula como 
antígeno vacunal, se han desarrollado diferentes estrategias para encontrar antígenos 
que reúnan las características necesarias para poder ser utilizados en una vacuna 
eficaz contra este serogrupo.  
La primera estrategia que se siguió fue intentar el desarrollo de una vacuna 
modificando el polisacárido capsular, sustituyendo el grupo N-acetil por un grupo N-
propionil y conjugarlo con una proteína portadora
87
. Los anticuerpos inducidos por la 
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vacuna no mostraron actividad  funcional en ensayos bactericidas, en test de 
opsonofagocitosis ni en test de protección pasiva
88
.  
Tabla 2. Principales vacunas disponibles o en desarrollo contra el serogrupo B de N. meningitidis. 
 
 























En calendario vacunal de 
Cuba desde 1991 
 
Descenso de la 
mortalidad (98%) 
Eficacia total 87% 
Poco efectiva en 








      B:15:P1.7,16 
Uso masivo contra brote 
epidémico en Noruega 
(1988-1991) 
 
Eficacia total 57%  XV 
 MeNZBTM 
Chiron Vaccines (Novartis) 
OMVs 
     B:4:P1.7-2,4 
Uso masivo contra brote 
epidémico en Nueva 
Zelanda desde 2004 
 
Efectiva en todos los 
grupos de edad. 
Eficacia total 70% 
XVI 
 Vacuna OMVs Bivalente 
Serogrupo B 




     B:4:P1.19,15 
     B:4:P1.7-2,4 
 




Cierto grado de 
reactividad cruzada 
con otras cepas. 
XVII 




     B:4,7:P1.19,15 
     B:4,7:P1.7,1 
LOS detoxificados 
 












   
 HexaMen® 
NVI, Holanda 






























OMVs de tres cepas 
recombinantes 
trivalentes y lpxL1 
LPS atenuado. 
 






Bien tolerada e 
inmunogénica . 
Debio al uso de 
detergentes, OMVs 
de baja calidad. 
 
Elevados títulos de 
actividad 
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 NOMVs  
WRAIR, USA 
OMVs nativas de 
cepa cápsula 
defectiva y con LOS 
no sializados  
 




 Vacuna  LOS 
detoxificados 
GlaxoSmithKline, Bélgica 
OMVs PorA-  con 
sobreexpresión de 



















Etapa de desarrollo 
actual 
 












OMVs  B:4:P1.7-2,4 
 
 
Opinión positiva de 
la Agencia Europea 
de Medicina para su 
uso a partir de  los 2 





Basándose en el tipado de 
PorA y  MATS, previsión de 
cobertura casi total de las 
cepas circulantes en Europa. 
La eficacia real podrá 
comprobarse una vez 
introducida en calendarios 










fHbp subfamilia A 
fHbp subfamilia B 
 
Fase III Respuesta dependiente de 
dosis. Inmunogénica y buena 
tolerabilidad. Buenos títulos 
de actividad bactericida 




      
Las referencias se muestran en la página 151. 
Tras el fracaso del polisacárido capsular B como antígeno vacunal, las 
moléculas que más interés han suscitado son las proteínas de membrana externa. 
Tanto pacientes como portadores de la enfermedad, desarrollan anticuerpos 
bactericidas dirigidos contra antígenos subcapsulares, lo que  sugiere que las 
proteínas de membrana externa puedan ser candidatos para el desarrollo de 
vacunas.
89
 Las primeras vacunas de proteínas de membrana externa se desarrollaron 
a partir de 1970, resultando inmunogénicas en animales de experimentación pero sin 
generar anticuerpos bactericidas en ensayos con humanos
85
.  
Las primeras formulaciones que han mostrado eficacia contra la enfermedad 
meningocócica del serogrupo B han sido aquellas basadas en vesículas de membrana 
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externa (OMVs) desarrolladas en respuesta a brotes epidémicos causados por una 
cepa determinada, siendo eficaces únicamente frente a esa cepa concreta, lo que se 
conoce como restricción de cepa. La eficacia de estas vacunas fue demostrada en 
Noruega (MenBvacTM)
90,




, Cuba y Brasil 
(VA-Mengoc-BC®)
94
, donde se han producido brotes epidémicos.  
La respuesta inducida por las vacunas de vesículas de membrana externa es, 
en gran parte, específica del serosubtipo. Los anticuerpos contra las proteínas PorA y 
Opc son los más importantes en la mediación de la actividad bactericida del suero, 
siendo la PorA la más inmunogénica de las proteínas, pero presenta el inconveniente 
de su hipervariabilidad. 
Para evadir el problema de la variación antigénica de la proteína PorA, entre 
otras, el desarrollo de vacunas ha sido enfocado desde dos puntos de vista diferentes. 
Por un lado, en el desarrollo de formulaciones que contengan las variantes más 
representativas de antígenos inmunodominantes, y por otro lado se apuesta por el uso 
de antígenos conservados, normalmente minoritarios, y no inmunodominantes. Este 
último enfoque ha sido posible debido al gran avance de las técnicas de genética 
molecular en las últimas décadas. 
Para aumentar la cobertura vacunal y reducir así el problema de la 
restricción de cepa, fueron desarrolladas cepas meningococales modificadas 
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genéticamente que expresan diferentes tipos de PorA. Siguiendo esta aproximación 
el Netherlands Vaccine Institute (NVI) ha desarrollado dos formulaciones, 
“Hexamen” 95,96 y “Nonamen” 97. Inicialmente, la vacuna hexavalente (“Hexamen”) 
fue desarrollada incluyendo los seis serosubtipos (OMVs de dos cepas con tres PorA 
diferentes cada una) que cubrían el 80% de todos los aislados clínicos de casos de 
enfermedad en Holanda. Los ensayos clínicos mostraron que HexaMen fue 
inmunogénica en recién nacidos, preescolares y niños de corta edad. Sin embargo, se 
requirieron numerosas dosis para alcanzar una actividad bactericida significativa y se 
encontraron diferencias en la intensidad de la respuesta frente a las diferentes PorA
98
. 
“Nonamen” incluye nueve PorA diferentes (OMVs de tres cepas recombinantes con 
tres PorA cada una) cubriendo el 75% de las cepas del serogrupo B a nivel mundial, 
según el NVI. Pero debido al uso de detergentes para su obtención, las OMVs 
resultaban  de mala calidad. Desarrollaron una “Next-generation Nonamen”, con las 
mismas cepas (purificadas sin detergentes) pero atenuando el gen pxL1, resultando 
en un LPS menos tóxico y a la vez manteniendo el efecto adyuvante necesario para 
potenciar la respuesta inmune
99
. Actualmente  esta vacuna se encuentra a la espera de 
comenzar los ensayos clínicos pertinentes. 
Otras aproximaciones de distintos grupos se basan en vacunas con OMVs 
mejoradas genéticamente en las que se regula la expresión de determinados 
antígenos. El Walter Reed Army Institute of Research (USA), ha desarrollado tres 
cepas modificadas genéticamente en las que cada cepa incluye 2 proteínas PorA 
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diferentes, expresan diferentes inmunotipos de LOS y tienen una expresión 
incrementada de proteínas conservadas (Ej. fHbp, NadA, Opc), actualmente en 
estudios clínicos fase I
100
. Por su parte, Poolman y colaboradores (GlaxoSmithKline 
Biologicals, Bélgica) están realizando estudios preclínicos de diferentes 
formulaciones basadas en OMVs mejoradas en las que se han sobreexpresado 




Gracias al avance de la genómica ha sido posible el desarrollo de nuevas 
estrategias para la identificación y detección de antígenos. La tecnología conocida 
como vacunología reversa
102
  utiliza la secuencia completa del genoma del patógeno 
de interés para  identificar in sílico  nuevos antígenos, mediante la detección de genes 
codificantes para factores de patogenicidad y proteínas asociadas a membrana, cuya 
actividad se confirma experimentalmente. A estos antígenos se les denomina, en el 
caso de N. meningitidis, Genomic-derived Neisserial Antigen (GNA). Pizza y 
colaboradores, junto con The Institute for Genomic Research (USA) han aplicado por 




Tras secuenciar el genoma de la cepa de N. meningitidis MC58 (serogrupo 
B) y mediante el uso de herramientas computacionales se detectaron 600 posibles 
proteínas de membrana o secretables, de las cuales 355 fueron purificadas y 
utilizadas para inmunizar ratones. Se seleccionaron los antígenos capaces de generar 
anticuerpos bactericidas, con una secuencia nucleotídica conservada y presentes en 
los principales clones virulentos. Como resultado, se desarrolló una vacuna con cinco 
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antígenos, GNA1870 (fHbp), GNA1994 (NadA), GNA2132 (NHBA), GNA1030 y 
GNA2091) que se denominó 5CVMB. Esta vacuna indujo anticuerpos bactericidas 
en ratones contra el 78-90% de un panel del 85 cepas genéticamente diferentes
104
, es 
tolerable e inmunogénica en humanos. Los estudios en fase II demostraron que su 
reactividad cruzada es más limitada de lo esperado, por lo que se incluyeron OMVs 
en formulación. La vacuna pasó a denominarse  4CMenB, adoptando finalmente el 
nombre Bexsero (Novartis). La composición definitiva se muestra en la Tabla 2. 
Tras una opinión positiva por el “Comittee for Medicinal Products for Human Use” 
de la  Agencia Europea de Medicina  con fecha del 15 de Noviembre de 2012, en 
Enero de 2013 fue aprobado su uso a partir de  los 2 meses de edad por la Comisión 
Europea. Finalmente, en España, ha sido restringido su uso a hospitales por la 
AEMPS (Agencia Española de Medicamentos y  Productos Sanitario). 
La empresa Pfizer y colaboradores han desarrollado una vacuna bivalente 
rLP2086, basada en dos proteínas fHbp pertenecientes a distintas subfamilias, que se 
encuentra actualmente en fase III 
105
, con buenos resultados que parecen indicar que 
tendrá una amplia cobertura. 
Otras proteínas de membrana, detectadas tanto por vacunología clásica 
como reversa, se encuentran formando parte de vacunas en ensayos preclínicos o 
clínicos. Entre estas proteínas se incluyen numerosas adhesinas (Opc, Opa, NadA, 
App, Nhha o la proteína PiliQ)y proteínas reguladas por hierro (TbpA y TbpB, LbpA 
y LbpB, FetA), entre otras. 
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1.4. Valoración de la capacidad protectora de los candidatos vacunales frente a 
Neisseria meningitidis 
 
En el caso de la enfermedad meningocócica no es posible la realización de 
estudios aleatorios para determinar la eficacia de las vacunas, debido a una 
incidencia demasiado baja para tal fin. Por ello, se determina a partir de ensayos en 
los que se estudia una determinada función inmunológica, obteniendo resultados que 
se utilizan como indicadores de protección frente al meningococo. 
 
1.4.1. Actividad bactericida del suero 
 
La actividad bactericida del suero es considerada el mejor indicador de 
protección frente a la enfermedad meningocócica, especialmente frente al serogrupo 
C. A partir de una serie de observaciones se aceptó el hecho de que los anticuerpos 
bactericidas desempeñan un papel primordial en la defensa contra el meningococo
106
, 
entre las cuales están:  
- la rareza de segundos episodios de enfermedad meningocócica del mismo 
serogrupo en una epidemia. 
- la alta susceptibilidad a la enfermedad en individuos con defectos en los 
componentes finales de la cascada. 
- la capacidad de reducción de la mortalidad por parte del antisuero 
terapéutico. 
La actividad bactericida del suero se determina mediante el denominado 
ensayo de actividad bactericida, incubando diluciones seriadas del suero test contra 
la cepa diana y una fuente de complemento exógena. Los anticuerpos específicos se 
unen a la superficie del meningococo a través de antígenos capsulares o 
subcapsulares, así se activa la vía clásica del complemento, resultando en la muerte 
de la bacteria. El título de actividad bactericida del suero es la máxima dilución a la 
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En los años 60 Goldschneider y colaboradores establecieron el título de 
actividad bactericida  ≥4, contra el serogrupo C, como indicador de protección108. 
Sus trabajos fueron llevados a cabo usando sueros humanos agammaglobulémicos 
como fuente de complemento exógena, pero la Organización Mundial de la Salud 
recomienda desde 1976 el uso de complemento de conejo comercial (Baby Rabbit 
Complement) en los ensayos realizados para la evaluación de vacunas 
polisacarídicas
109
, debido a la dificultad de estandarizar y comparar los trabajos 
llevados a cabo con complemento humano. También suponía un problema la 
dificultad de obtener grandes cantidades de suero humano sin anticuerpos contra el 
meningococo. El ensayo fue revisado para establecer un nuevo título indicador de 
protección usando como fuente de complemento exógena “Baby Rabbit 
Complement”110. 
Actualmente se considera que un título de actividad bactericida ≥8, con 
complemento de conejo,  es indicador de protección contra el meningococo C a corto 
plazo. La protección a largo plazo parece ser más dependiente de la memoria 





también otros estudios, realizados durante la introducción de las vacunas conjugadas 
MenC en el Reino Unido, apuntan a que la protección a largo plazo, en ciertos 
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grupos de edad, es el resultado de la inmunidad total del grupo
111
 debido a la 
reducción en el número de portadores. 
El ensayo de actividad bactericida ha sido utilizado eficazmente para 
determinar la inmunogenicidad de vacunas contra los serogrupos A, C, Y y W135, 
junto con ensayos de ELISA para evaluar la especificidad de los anticuerpos 
anticapsulares. 
 
1.4.2. Otros indicadores de protección frente al meningococo B 
 
La predicción de la eficacia de las vacunas contra el serogrupo B carece de 
indicadores de protección adecuados, debido a que éstas están basadas en OMVs o 
en proteínas minoritarias. La inmunogenicidad de estas vacunas, que han demostrado 
ser efectivas hasta la fecha, ha sido inicialmente determinada por ensayos de 
actividad bactericida
112, proponiendo como título provisional ≥4. Los datos obtenidos 
en los ensayos de eficacia realizados en la campaña de vacunación con MeNZB 
(Novartis) sugieren que, mientras estén involucrados antígenos inmunodominantes 
como la PorA, los ensayos de actividad bactericida pueden ser un buen indicador 
para evaluar candidatos vacunales
69
. 
En el año 2005, en una reunión internacional con el fin de llegar a un 
consenso en la aplicación de los indicadores de protección en la evaluación de 
vacunas meningococales basadas en proteínas, se concluyó que la actividad 
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Las vacunas basadas en OMVs contienen epitopos subcapsulares que pueden 
inducir distintas respuestas inmunológicas, por ello han sido desarrollados diferentes 
ensayos que evalúan diversos aspectos de la respuesta inmune, para obtener así, un 
mayor conocimiento de la respuesta generada por este tipo de vacunas y poder 
establecer unos indicadores de protección adecuados. Entre estos ensayos destacan 
los ensayos de unión a anticuerpos a superficie, ensayos de deposición de C3b, de 
deposición de MAC, opsonofagocitosis y ELISA, entre otros. 
El ensayo de unión a superficie nos muestra el total de anticuerpos de un 
determinado suero que se unen a la bacteria y la accesibilidad de un determinado 
antígeno. Son necesarios experimentos complementarios para poder relacionar estos 
datos con mecanismos de protección
114
. 
Se ha demostrado en estudios previos con ciertos anticuerpos 
meningococales, que confieren protección contra la bacteremia meningocócica en 
ausencia de actividad bactericida
115
, pudiendo estar asociada a la habilidad de los 
anticuerpos para activar la deposición de C3b en la superficie del meningococo 
encapsulado. Este componente es un ligando de receptores de células fagocíticas 
funcionando como opsoninas, por lo que el ensayo de deposición de C3b, que mide 
su unión a la superficie bacteriana, funcionaría como indicador de la capacidad del 
suero para conferir protección. 
La eliminación del meningococo por opsonofagocitosis está demostrada
116
, 
pero la existencia de distintos métodos para su medición sin estandarizar imposibilita 
la comparación entre laboratorios
117
. Los ensayos que miden más directamente la 
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función inmunológica son los basados en citometría de flujo, como los desarrollados 
en el National Institute of Public Health  de Noruega (National Institute of Public 
Health Opsonophagocytic Assay [NIPH OPA]
118
 y en la Health Public Agency de 
Reino Unido (Porton Opsonophagocytic Assay [Porton OPA])
114
. 
Debido a los problemas que presenta trabajar con ensayos bactericidas 
(elevados volúmenes de suero y fuentes apropiadas de complemento humano) las 
empresas que trabajan en la elaboración de vacunas han empezado a utilizar también 
ensayos de unión antígeno-anticuerpo para solucionar el problema. Pfizer ha 
desarrollado un ensayo (MEASURE), basado en citometría de flujo, para medir la 
cantidad de la proteína fHbp en la superficie del meningococo de diversos aislados. 
En la misma línea, Novartis ha desarrollado el “meningococcal antigen typing 
system” (MATS)119, basado en un ELISA para medir la cantidad expresada de los 
componentes vacunales fHbp, NHBA y NadA. Esta técnica está siendo estandarizada 
para predecir la cobertura de otras vacunas en estudio
120
. De todas formas, estos 
ensayos que han sido diseñados para medir antígenos meningococales más que la 
respuesta de los anticuerpos humanos, no son sustitutivos de la actividad bactericida 
del suero como indicador de protección. Habrá que esperar a que las vacunas basadas 
en proteínas sean aprobadas y sea analizado su impacto, para validar este 
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1.5.  Membrana externa de Neisseria meningitidis 
La pared bacteriana del meningococo presenta la estructura típica de las 
bacterias gram-negativas,  consistente en un sistema de doble membrana; una interna 
o citoplasmática (MI) y otra externa (ME),  diferenciándose entre sí en composición 
y estructura. Entre ambas se encuentra una capa de peptidoglicano (Figura 5). 
La membrana interna es una bicapa de fosfolípidos, mientras que la 
membrana externa muestra una composición lipídica asimétrica, con una  cara 
interna formada por fosfolípidos y la externa formada  por fosfolípidos y 
lipopolisacáridos. Las proteínas  integrales de la MI se insertan como hélices alfa 
hidrofóbicas. Las proteínas integrales de membrana externa normalmente consisten 




Figura 5. Pared celular  de Neisseria meningitidis. La clasificación serológica de N. meningitidis se basa en la 
antigenicidad de la cápsula (serogrupo), de las proteínas de membrana externa Por B (serotipo) y Por A 
(serosubtipo), y de los lipopolisacáridos (inmunotipo). Tomada de: Sadarangani M, Pollard AJ. 2010. Lancet 
Infect Dis; 10:112-124. 
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Envolviendo la doble membrana lipídica, el meningococo puede presentar 
cápsula. El polisacárido capsular es uno de los factores más importantes de virulencia 
y determina el serogrupo de la especie. La cápsula representa un mecanismo de 
defensa del microorganismo frente a factores ambientales y también le confiere 
resistencia a la fagocitosis y a la lisis mediada por complemento
122,123
. 
Principales estructuras de membrana externa: 
- Lipooligosacáridos: 
Los lipopolisacáridos (LPS) se encuentran  en la cara externa de la ME y 
son un importante factor de virulencia. En N. meningitidis pueden presentar ácido 
siálico, confiriendo protección frente a la fagocitosis y lisis por el sistema del 
complemento
124
. Los LPS de Neisseria son más cortos que en otras especies y 
carecen de cadenas laterales O, por lo que suelen ser denominados lipooligosacáridos 
(LOS).   
- Pili tipo IV: 
Los pili tipo IV son proyecciones filamentosas retráctiles de la superficie 
celular del meningococo que participan en distintas funciones biológicas como la 
adhesión al tejido epitelial de la nasofaringe humana. También juegan un papel clave 
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en la adquisición de ADN extracelular
125
 y en el movimiento espasmódico 
(“twitching motility”)126. 
Están compuestos por monómeros de la  proteína PilE, formando un polímero 
helicoidal, con las regiones hipervariables expuestas en la superficie. Se requiere la 
participación de una compleja maquinaria en su síntesis para el ensamblaje en la 
membrana interna y translocación a la membrana externa. 
- Proteínas mayoritarias de membrana externa: 
Las proteínas de clase son las proteínas más abundantes de la membrana 
externa de N. meningitidis. Según esta clasificación
127
 se distinguen cinco clases 
estructurales diferentes. Las proteínas de clase 1 (PorA) y de clase 2 y 3 (PorB) son 
porinas que permiten el paso pasivo de cationes y aniones respectivamente
128
.  
La proteína PorA es exclusiva del meningococo dentro del género Neisseria. 
Las proteínas de clase 2 y 3, de 37-42 kDa, son productos de dos alelos del locus 
porB, siendo ambos mutuamente excluyentes en las distintas cepas de Neisseria 
meningitidis. La proteina de clase 4 ó RmpM (reduction modifiable protein M) tiene 
un  peso molecular de 32-34 kDa y  está altamente conservada en todos los 
serogrupos. Las proteínas de clase 5, Opa y Opc, son responsables(como principal 
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- Proteínas de los sistemas de adquisición de hierro: 
La adquisición de hierro es determinante en la patogénesis del meningococo, 
ya que es un nutriente de vital importancia. La mayoría del hierro del huésped se 
encuentra unido a proteínas de unión a hierro, en un ambiente intracelular o en  
fluídos corporales. El meningococo ha desarrollado distintos mecanismos para 
captarlo
130
, ya que posee receptores de unión a transferrina (sistema TbpA/TbpB), a 
lactoferrina (LbpA/LbpB) y a hemoglobina (HmbR, HpuA/B) y un receptor exógeno 
para sideróforos, la proteína FetA
131
. Las proteínas TbpB y LbpB están asociadas 
periféricamente a la membrana externa y median la unión inicial a la proteína 
transportadora de hierro. TbpA y LbpA  presentan una estructura de poro beta 
barril
132
 que permite el paso de hierro al periplasma para posteriormente pasar al 
citoplasma. 
 
1.6.  Complejos proteicos de membrana externa de Neisseria meningitidis 
Las proteínas de membrana desempeñan papeles vitales en la actividad 
biológica de las células bacterianas. Se estima que estas representan entre el 25 y el 
30% del total de las proteínas codificadas. Una consecuencia de su importancia es 




La mayoría de las proteínas realizan su función interaccionando con otras 
proteínas a través de las denominadas interacciones proteína-proteína (IPPs). Estas 
interacciones pueden ser clasificadas en función de su composición (homómeros si 
son entre polipéptidos idénticos y heterómeros si son diferentes), de la duración del 
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1.6.1. Técnicas para el análisis de complejos proteicos 
 
Una de las dificultades en la investigación de complejos proteicos de 
membrana radica en la propia naturaleza de las proteínas de membrana. En el estudio 
de este tipo de complejos, las condiciones fisicoquímicas experimentales son 
determinantes para permitir la interacción entre proteínas. 
Las proteínas de membrana (altamente hidrofóbicas), para mantener la 
estabilidad del complejo, establecen una estrecha relación con los lípidos de 
membrana. El aislamiento de los complejos proteicos suele requerir la ruptura de la 
membrana en la que se encuentran, resultando en proteínas aisladas que tienden a la 
agregación y precipitación en solventes acuosos, conllevando una pérdida de muestra 
y dificultando el análisis con algunas técnicas como las electroforéticas. El ambiente 
lipídico que rodea a los complejos proteicos de membrana permite la interacción 
entre ellas y estabiliza la estructura del complejo, por lo que,  para su aislamiento y 
análisis  es necesario disponer de agentes que permitan la extracción y solubilización 
de estas estructuras minimizando la alteración estructural que conlleva
135
. 
La estructura de los detergentes (moléculas anfipáticas con dominios 
hidrofóbicos e hidrofílicos) permite su autoasociación (como la formación de 
micelas) uniéndose a superficies hidrofóbicas como las presentes en los dominios 
transmembrana. 
En función de la capacidad para solubilizar y desnaturalizar proteínas de 
membrana, se distinguen cuatro principales tipos de detergentes 
136
. i) iónicos de 
cadena lineal, ii) no iónicos, iii) ácidos biliares, iiii) zwitteriónicos. Los agentes 
caotrópicos, los detergentes iónicos de cadena lineal (como el dodecilsulfato de sodio 
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[SDS]), y los detergentes zwitteriónicos son sustancias muy desnaturalizantes, por lo 
que resultan inapropiadas para el estudio de complejos proteicos. Únicamente los 
detergentes no iónicos y los ácidos biliares resultan apropiados.  Los detergentes no 
iónicos más utilizados son el n-dodecil-β-D-maltosido (DDM), el p-isooctilfenoxi-
poli-etoxietanol (Triton X-100) y la digitonina
137
. Debido a que estos detergentes 
deshacen preferentemente las interacciones lípido-lípido o lípido-proteína antes que 
interacciones proteína-proteína, se consideran detergentes suaves y, por lo tanto, 
apropiados para la solubilización de complejos proteicos nativos. Los ácidos biliares, 
como el deoxicolato sódico (DOC), son detergentes iónicos pero con propiedades 
diferentes a los de cadena lineal, con menor capacidad de alteración de la membrana, 
por lo que también son válidos para la solubilización de los complejos proteicos de 
membrana. 
Para al análisis del complexoma de la membrana externa de los 
meningococos en nuestro laboratorio se ha utilizado una técnica reciente 
especialmente diseñada para este tipo de estudios denominada high resolution Clear 
Native Electrophoresis (hrCNE)
138
, en la cual se utilizan detergentes no iónicos para 
solubilizar las proteínas y las condiciones de electroforesis son no desnaturalizantes 
(pH fisiológico, temperatura de 4ºC).  
 
1.6.2. Características estructurales y antigénicas 
 
Análisis proteómicos previos realizados en nuestro laboratorio confirmaron 
la idoneidad de las técnicas empleadas para el estudio del complexoma de la 
membrana externa de N. meningitidis, mejorando notablemente a otras utilizadas 
anteriormente, como la Blue Native Electrophoresis, y permitiendo confirmar la 
presencia de 12 complejos proteicos mayoritarios. Tres de estos complejos son 
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asociaciones homoméricas de las proteínas chaperonina de 60 kDa, glutamina 
sintetasa y cetol-ácido reductoisomerasa, y nueve son complejos de porinas, 
correspondientes a homómeros de la porina PorB y tres tipos de asociaciones 
heteroméricas de las porinas PorA y PorB, y las proteína RmpM: PorA/PorB, 
PorB/RmpM y PorA/PorB/RmpM. En menor proporción también se detectaron 
homómeros de PorA y complejos de alto peso molecular formados por 
PorA/PorB/RmpM/MIP. La utilización de cepas mutantes permitió también 




Al margen de sus características funcionales, los complejos proteicos 
resultan muy interesantes desde el punto de vista antigénico, debido a que albergan 
un gran número de epitopos conformacionales que pudieran ser interesantes para el 
desarrollo de vacunas. 
La clasificación de los epitopos de macromoléculas como las proteínas, 
contiene normalmente dos categorías: epitopos lineales y epitopos conformacionales. 
Los epitopos lineales están compuestos por un segmento aminoacídico de la cadena 
polipeptídica capaz de unir anticuerpos específicos contra la proteína intacta y los 
epitopos conformacionales están constituidos por numerosos segmentos discontinuos 
que se agrupan en el antígeno plegado en su estructura nativa. La gran  mayoría de 
los epitopos de proteínas nativas reconocidos por los linfocitos B son 
conformacionales (≈90%)140. En investigaciones recientes muestran que los epitopos 
inmunodominantes reconocidos por células B aparecen con las estructuras terciaria y 
cuaternaria de las proteínas
141
. Los complejos proteicos de membrana externa 
albergan numerosos epitopos conformacionales y  se ha demostrado la existencia de 
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algunos antigénicos , tanto en N. meningitidis
142, 143 
como en N. gonorrhoeae
144, 145
, 
lo cual invita a su estudio con más profundidad. 
En nuestro laboratorio se han estudiado las características antigénicas de los 
principales complejos proteicos de membrana externa del meningococo mediante 
distintos ensayos de funcionalidad de anticuerpos como la actividad bactericida del 
suero, unión de anticuerpos a la superficie bacteriana, deposición del componente del 
complemento C3b, deposición del componente del complejo de ataque a membrana, 
y actividad opsonofagocítica del suero
146
. 
Uno de los sueros más interesantes fue el suero denominado anti-CxChap, 
obtenido por la inmunización con el complejo Cx-Chap, de 740 KDa, constituido por 
catorce subunidades de la proteína MSP63. 
Este suero mostró excelentes resultados en los ensayos mencionados, 
presentando una alta reactividad cruzada. Además resultó bactericida al menos contra 
la cepa homóloga. La caracterización del mismo por Western-Blotting reveló la 
existencia de anticuerpos contra dos proteínas, la MSP63 y la proteína 
MIP(“macrophage infectivity potentiator“)147. 
La existencia de anticuerpos contra la proteína MIP se debió posiblemente a 
la co-purificación de esta en el proceso de purificación del complejo Cx-Chap. La 
problemática que se presentó fue no saber cual es el antígeno responsable de los 
resultados mencionados. 
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1.7.  Proteínas MSP63 y  MIP 
 
Las proteínas de estrés, como la  proteína MSP63, que pertenecen a la 
familia de las hsp60 de las proteínas de choque térmico (“heat shock proteins”), son 
un grupo de proteínas altamente conservadas que se encuentran en casi todos los 
procariotas y eucariotas
148
. En el campo de la inmunopatología este grupo de 
proteínas dieron lugar a un gran interés como diana para la respuesta inmune durante 
la infección
149,150
. En Neisseria, Pannekoek y colaboradores describieron por primera 
vez la GSP63
151
 (homóloga en N. gonorrhoeae de la MSP63). Este mismo grupo 
analizó la inmunogenicidad de la MSP63 durante la infección natural por el 
meningococo  detectando la presencia de un número importante de anticuerpos frente 




La proteína MIP de 33 kDa pertenece a la familia de los “macrophage 
infectivity potentiator“(MIPs). Esta familia comprende proteínas que presentan 
actividad enzimática peptidil-prolil cis/trans isomerasa (PPIasa) y que parecen estar 
implicadas en la iniciación de la infección de macrófagos. Han sido descritas como 
factores de virulencia en patógenos como Legionella pneumophila, Chlamydia 
trachomatis, Trypanosoma cruzi y otros. En N. gonorrhoeae también ha sido descrita 
una lipoproteína que presenta alta homología con las MIPs
153
. La proteína MIP de N. 
gonorrhoeae (Ng-MIP) muestra relevantes similitudes con la de Legionella (Lg-
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MIP), en ambas especies está expuesta en superficie y presenta actividad  PPIasa. La 
Ng-MIP comparte también propiedades estructurales con Lg-MIP al formar 
homodímeros en solución, característica importante para la funcionalidad de la 
proteína. Sampson y Gotschlich describieron, en 1992, una PPIasa en N. meningitidis 
que mostraba una homología del 47% al dominio C-terminal de la Ng-MIP
154
. 
Contrariamente a Ng-MIP, esta PPIasa de N. meningitidis se localiza en el 
citoplasma. Resultados obtenidos en nuestro laboratorio sugieren la presencia de esta 
proteína en superficie, lo cual no contradice el trabajo de Sampson y Gotschlich, ya 
que al igual que N. gonorroheae presenta múltiples genes que codifican para 
proteínas con actividad PPIasa con distintas localizaciones y, teniendo en cuenta su 
proximidad filogenética y las similitudes tanto fisiológicas como patógenas, N. 
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Neisseria meningitidis continua siendo una de las principales causas de 
meningitis en el mundo. El desarrollo de vacunas basadas en el polisacárido capsular 
casi ha conseguido la eliminación del serogrupo C, y todo indica que ocurrirá lo 
mismo con los serogrupos A, Y y W135. El serogrupo B se ha convertido en el 
principal responsable de las infecciones en países desarrollados, representando la 
mayoría de los casos esporádicos en varios países europeos. Debido a la ineficacia de 
este tipo de vacunas contra el serogrupo B, se han seguido múltiples estrategias para 
alcanzar tal fin, con buenos resultados en algunos casos,  aunque dicha eficacia se 
limita a la prevención de la enfermedad causada por las cepas empleadas en la 
elaboración de las mismas. 
Los avances en genómica bacteriana y el uso de modelos de predicción in 
silico llevaron al desarrollo de una nueva generación de vacunas pero, a pesar de los 
importantes avances alcanzados, todavía no se dispone de una formulación 
totalmente eficaz y con amplia cobertura.  
En los últimos años nuestra línea de investigación se ha centrado en el 
estudio de los complejos proteicos de membrana externa como componentes 
vacunales, debido a la posibilidad de que algunos de los epitopos conformacionales 
que albergan estas estructuras sean protectivos y conservados. 
Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio han mostrado que el 
complejo de 740 KDa formado por catorce subunidades de la proteína MSP63 (Cx-
Chap) de Neisseria meningitidis podría ser un antígeno muy interesante. El anti-
suero obtenido frente a este complejo mostró buenos resultados en diversos 
indicadores de protección además de una gran reactividad cruzada. Sin embargo, la 
caracterización de este suero indicó la presencia de anticuerpos no solo contra la 
proteína MSP63, sino también frente a otra proteína altamente inmunogénica 
denominada MIP, posiblemente debido a la co-purificación de esta última, sin poder 
determinar así, cual de estas dos proteínas es la responsable de los buenos resultados 





La finalidad del presente trabajo se centra en determinar la 
importancia antigénica de estas dos moléculas, analizando también la diferencia 
en la respuesta inmune al emplear o no diferentes adyuvantes en el proceso de 
obtención de los sueros frente a las mismas. 
Por lo tanto, los objetivos concretos planteados para lograr dicho fin son los 
siguientes: 
1. Purificación de las proteínas MSP63 y MIP de N. meningitidis. 
2. Inclusión de las proteínas en liposomas. 
3. Obtención y caracterización de sueros inmunes empleando diferentes 
adyuvantes. 
4. Análisis funcional de los anticuerpos presentes en los sueros obtenidos. 























































3.1.  Cepas bacterianas utilizadas, condiciones de cultivo y conservación 
Las cepas bacterianas analizadas en este trabajo se describen en la Tabla 3. 
Las cepas de N. meningitidis 3061, 3063 y H44/76  fueron cedidas por el Dr. I. M. 
Feavers (Division of Bacteriology, National Institute for Biological Standards and 
Control, South Mimm, Reino Unido). La cepa salvaje N. meningitidis H44/76 es la 
cepa vacunal utilizada por el Instituto Nacional Noruego de Salud Pública para 
desarrollar la vacuna de OMVs MenBvac
90
.  
La cepa N. meningitidis NZ98/254, que fue empleada para el desarrollo de 




, fue cedida por la Dr.
a
 D. R. Martin (Institute 
of Environmental Science and Research, Kenepuru Science Centre, Porirua, Nueva 
Zelanda).  
Las cepas Nm26 y NmP27 forman parte de la colección del Laboratorio de 
Patogenicidad Bacteriana del Departamento de Microbiología y Parasitología de la 
Facultad de Farmacia (Universidad de Santiago de Compostela). La cepa Nm26 fue 
aislada del líquido cefalorraquídeo de un paciente en el antiguo Hospital Xeral de 
Santiago. La cepa NmP27 se obtuvo de la orofaringe de un individuo sano de nuestra 
Comunidad Autónoma. 
Las cepas bacterianas se aislaron por siembra en estría en placas Petri con 
medio sólido Choc-Iso
156
 (medio GC agar base con hemoglobina al 1% (p/v) 
enriquecido con Biovitex al 1%), incubándolas 24 horas a 37 ºC en una atmósfera 
húmeda enriquecida en CO2 (5%). Tras comprobar la ausencia de contaminación con 
el test de la oxidasa, se realizaron siembras en césped a partir de una colonia aislada. 
Estos céspedes se incubaron 8 horas en las anteriores condiciones y tras dicha 
incubación, se resuspendieron en 1 mL de leche descremada estéril al 10% y se 
almacenaron en partes alícuotas a -80 ºC. 
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Cepa Serogrupo Serotipo/ subtipo ST/ ET 




3061 B 4:P1.7-2,4 ST-41, Burst 5 
3063 B 1:P1.22,14 ST-213, Burst 8 
Nm26 B 4:P1.16 - 
NmP27 Aa 15:P1.7,16 - 
Aa: autoaglutinante   
             Tabla 3. Relación de cepas utilizadas en este trabajo. 
3.2.  Obtención de OMVs 
  Las vesículas de membrana externa fueron extraídas siguiendo una 
variación del protocolo de Gómez y colaboradores
157
. 
A partir de dos céspedes obtenidos como se explica en el apartado anterior, 
se preparó una suspensión bacteriana en medio líquido Müeller-Hinton (Oxoid, 
Unipath Ltd, Basingstoke, Hamshire, Reino Unido) ajustada a una DO540 entre 1,6 y 
1,8. De esta suspensión se pasaron 8 mL a un matraz de 2 L con 400 mL de medio 
líquido Müeller-Hinton. Este medio contiene, además, Desferal (Deferoxamina 
mesylato, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EEUU) a una concentración de 100 
μM para obtener condiciones de restricción de hierro. La incubación se realizó a 
37ºC en baño termostático con agitación de vaivén (70 oscilaciones por minuto) 
durante 12-16 h. 
 Finalizada la incubación, se procedió a la muerte celular de los cultivos por 
temperatura, sumergiendo los matraces en un baño a 56ºC durante una hora. Las 
bacterias se recuperaron por centrifugación (10 min a 10.000 x g a 4ºC). La pellet 
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resultante se resuspendió  en agua MilliQ (4 mL por cada gramo de pellet), para ser 
sometida a 3 pases por Prensa de French a una presión de  1,1x10
5
 kPa.       
El material obtenido fue centrifugado durante 10 min a 10.000 x g y a 4ºC 
para precipitar células enteras y restos celulares. El sobrenadante se ultracentrifugó  
(10 min a 200.000 x g, 4 ºC) y el precipitado obtenido se resuspendió en agua MilliQ 
con azida sódica 0,02% (p/v). La concentración de proteína se determinó por el 
método BCA
158
 siguiendo las instrucciones del fabricante (BCA Protein Assay 
Reagent, Pierce, Rockford, IL, EEUU). Las OMVs fueron almacenadas a -80 ºC.  
3.3.  Purificación de proteínas a partir de geles 
  Las proteínas fueron purificadas por electro-elución , para lo cual se 
realizaron dos electroforesis secuenciales utilizando como muestra inicial OMVs de 
la cepa N. meningitidis H44/76. En primer lugar se realizó una electroforesis no 
desnaturalizante (high resolution Clear Native Electrophoresis) para la separación de 
los complejos proteicos que contienen a las proteínas MSP63 y MIP. Las tiras del gel 
correspondientes fueron incubadas con el detergente SDS, con el fin de 
desnaturalizar los complejos presentes, para a continuación realizar una 
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE). Las bandas correspondientes a las 
proteínas MSP63 y MIP fueron cortadas del gel para purificarlas finalmente 
mediante electro-elución. Poseriormente se explican con detalle cada uno de los 
pasos mencionados. 
3.3.1. high resolution Clear Native Electrophoresis 
Para la separación de los complejos de membrana externa se utilizó la 
técnica electroforética no desnaturalizante high resolution Clear Native 
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Preparación de los geles:  
Como soporte electroforético se emplearon mini geles de poliacrilamida 
(PA) de 1,5 mm de grosor para el sistema Mini-Protean
®
3 Cell (Bio-Rad 
Laboratories, Richmond, CA, EEUU). Se utilizó un gel concentrador del 4% de PA y 
un gel separador en gradiente del 8 al 11% PA. Los geles incluyeron también Bis-
Tris 50 mM, ácido 6-aminohexanoico 500 mM, glicerol 15,3% (v/v) (sólo en la 
solución de 11 % de PA), persulfato amónico 0,46% y TEMED 0,046% (v/v). Los 
gradientes se prepararon con el sistema Bio-Rad Gradient Former
®
 siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Una vez polimerizados se guardaron a 4 ºC sumergidos 
en una solución Bis-Tris 50 mM, ácido 6-aminohexanoico 500 mM, durante un 
máximo de tres días. El gel concentrador se realizó el mismo día de la electroforesis 
con un peine de carril continuo. 
Tampones de electroforesis: 
Se utilizó como  tampón de ánodo : Bis-Tris -HCl 50 mM, pH 7.0. Como 
tampón de cátodo: Tricina 50 mM, Bis-Tris-HCl 15 mM, DOC 0,05%, DDM 0,02%, 
pH 7.0. 
Preparación de la muestra: 
Se preparó una muestra de OMVs consistente en  2000 μg de proteína total, 
llevada a dilución de trabajo (1 μg/μL) con H2Od. Posteriormente se le añadió 
tampón de muestra para hrCNE (Bis-Tris-HCl 50 mM, ácido 6-aminohexanoico 1 
M) y solución detergente (DDM 10% p/v) hasta alcanzar la concentración final:  
ácido 6-aminohexanoico 87 mM, Bis-Tris -HCl 4,3 mM y DDM 0,43% (con un ratio 
DDM/proteína de 5). Tras una incubación de 30 minutos a temperatura ambiente, la 
mezcla se centrifugó durante 15 min a 100.000 x g y 4ºC. Antes de cargar la muestra 
tratada en el gel, se le añadió 5% de Glicerol (v/v) y 0,01% de Rojo Pounceau (p/v). 
Se repartió la muestra en cuatro geles con aproximadamente 500 µg de OMVs cada 
uno. 





 La electroforesis se realizó a 4 ºC y a un voltaje de 50 V la primera hora y 
100 V hasta su finalización en, aproximadamente, 6 horas. Como marcadores de peso 
molecular se utilizó el kit High Molecular Weight Calibration para electroforesis 
nativa (GE Healthcare, Bukinghamshire, Reino Unido). Para determinar el final de la 
electroforesis se cargó un pocillo con marcadores de peso molecular coloreados (Bio-
Rad Kaleidoscope Standars). La electroforesis se finalizó cuando el frente formado 
por los marcadores Kaleidoscope alcanzó el final del gel. Una parte de los geles se 
fijaron con ácido tricloroacético (TCA al 12%) y se tiñeron con Coomassie Brilliant 
Blue (CBB)
 159 
para detectar las bandas. Otra parte de los  geles fueron teñidos con  
tinción de zinc
160
 para cortar las bandas de interés y poder ser desteñidas con 
posterioridad. 
3.3.2. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) 
Se realizó utilizando un gel vertical de PA en presencia del detergente 
aniónico SDS, utilizando el sistema de tampón discontinuo de Laemli
161
. La 
electroforesis se llevó a cabo en un sistema Mini-PROTEAN
® 
3 Cell (Bio-Rad Lab., 
Richmond, CA, EEUU). Los distintos reactivos fueron suministrados también por 
Bio-Rad Laboratories. Como gel separador se emplearon geles de PA al 12% (p/v) 
en tampón Tris-HCl 0.375M y pH 8.8, conteniendo SDS al 0,1% (p/v), persulfato 
amónico al 0,05% (p/v) y TEMED al 0,5% (p/v). Las tiras cortadas del gel de hrCNE  
ya desteñidas se incubaron 10 min a 95 ºC en tampón de muestra 1x (glicerol al 10% 
(v/v), SDS al 2% (p/v), 2--mercaptoetanol 0,7 M y azul de bromofenol al 0,005%) 
para provocar la desnaturalización de las proteínas. En un peine de carril continuo, se 
colocaron las cuatro tiras de los geles de hrCNE conteniendo la proteína libre y 
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desnaturalizada. La electroforesis se realizó a un voltaje constante de 150 V durante 
1 h, tras la cual los geles se tiñeron con CBB y tinción de zinc. Se cortó del gel la 
banda correspondiente a la proteína y se procedió a la eliminación de la tinción. 
3.3.3. Electro-elución 
 
Para la elución de la proteína presente en el gel de poliacrilamida se usó el 
sistema Electro-Eluter Model 422 (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EEUU). 
Previamente a la elución, las membranas fueron calentadas en el tampón de elución 
durante 1 h a 60ºC. El sistema de electro-elución se ensambló siguiendo las 
instrucciones del fabricante (Figura 6).  
 
Figura 6. Esquema del sistema de electro-elución Electro-eluter 422. El tubo vertical se llena con tampón de 
elución. El electrodo negativo se sitúa en la parte superior y el electrodo positivo debajo de la  membrana. Las 
macromoléculas son conducidas por la corriente eléctrica fuera del gel, a través del separador hasta ser retenidas 
por una membrana de diálisis que se coloca cubriendo la tapa. Tomada de: Model 422 Electro-Eluter Instruction 
Manual Bio-Rad. 
La tira de gel fue homogeneizada mecánicamente y posteriormente se 
introdujo en el tubo de cristal. Una vez añadido el tampón de electroforesis, la 
Tubo de cristal 
Adaptador de silicona 
Membrana de diálisis 
Tira de gel 
Separador 




proteína se eluyó a 8-10 mA por tubo durante 5 h. Finalmente la proteína eluída y 
recuperada se analizó  por SDS-PAGE y se cuantificó por el método BCA. 
3.4.  Obtención de la proteína rMIP 
La proteína rMIP fue purificada induciendo la expresión de las proteínas del 
clon BL21(DE3)MIP obtenido. Todo el proceso se detalla a continuación. 
3.4.1. Clonación de la proteína MIP de N.meningitidis 
Para la clonación de la proteína MIP, se diseñaron los cebadores o 
“primers” y fueron analizados con el programa de acceso libre Primer3 (v. 0.4.0), en 
los cuales se incorporaron sitios de restricción para las enzimas EcoRI y NcoI. Las 
secuencias de los cebadores, utilizados para la realización de una PCR (“Polymerase 
Chain Reaction”) con el fin de amplificar el gen que codifica la proteína MIP, se 
describen a continuación: 
fw-rmip  5´-GTCCATGGACACCATTTTCAAAATCAGC-3´ Sitio de restricción NcoI 
rev-rmip 5´-GGACTCGGAATTCATTTACTTTTTTGATGT-3´Sitio de restricción EcoRI 
La secuencia completa del gen con los cebadores diseñados fue la siguiente: 




















Verde bases de las secuencias consecutivas al gen dentro del genoma de la cepa. 
Rojo cambio de base realizado.  
Negrita secuencia mip 
Amarillo primers 
 
Se realizó la optimización de la amplificación del gen por PCR, empleando 
como molde ADN de la cepa N. meningitidis H44/76 extraído por choque térmico. 
Con los cebadores descritos y a una concentración de MgCl2 de 2,5 mM se procedió 
a la amplificación en un termociclador MyCycler
TM
 (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, 
EEUU). Las condiciones finales de los ciclos de la PCR  se detallan a continuación: 
- Desnaturalización inicial: 95 ºC, 3 minutos. 
- 30 ciclos: 
o Desnaturalización: 95 ºC, 25 segundos. 
o Alineamiento: 65 ºC, 30 segundos. 
o Elongación: 72 ºC, 25 segundos. 
- Elongación final: 72 ºC, 5 minutos. 
Una vez obtenido, se realizó la limpieza del producto de PCR con el 
GenElute
TM
 PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EEUU) y fue 
enviado a la Unidad de Secuenciación y Análisis de fragmentos, perteneciente a la 
Red de Infraestructuras de Apoyo a la Investigación y Desarrollo Tecnológico 
(RIADT) de la Universidad de Santiago de Compostela, para su secuenciación 
utilizando BigDye® Terminator v3.1. 
También se realizó una electroforesis en gel de agarosa 0,8%, con el 
producto de la PCR, en TAE1X (Tris/Acetic Acid/EDTA, Bio-Rad Lab., Richmond, 
CA, EEUU). Se usó como tampón de muestra Nucleic Acid Sample Loading Buffer 
5X (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, EEUU) y como marcadores de peso molecular 
EZ Load 100bp Molecular Ruler (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, EEUU). La 
electroforesis transcurrió a 100 V durante, aproximadamente, 30 min. 




Se procedió a una doble digestión con los enzimas Nco I y EcoR I 
(Invitrogen, Life Technologies Corp., Carlsbad, CA, EEUU), tanto del producto de 
PCR obtenido, como del vector de clonación pTrcHis2 TOPO
®
 (Invitrogen, Life 
Technologies Corp., Carlsbad, CA, EEUU)  que incluye un gen de resistencia a la 
ampicilina. Para el tratamiento con las enzimas de restricción se empleó el buffer K, 
incluido para su uso con el enzima NcoI , debido a presentar la mejor actividad 
relativa para ambos enzimas. Las cantidades empleadas de cada reactivo se detallan a 
continuación: 
   VECTOR pTrcHis2 TOPO
®
            MIP 
10x Buffer K                    3µL 3µL 
DNA                              10µL                                               15µL 
EcoRI                           1,5µL                                              1,5µL 
NcoI                             1,5µL                                               1,5µL 
BSA                                 3µL 3µL 
H2O estéril                    11µL                                                  6µL 
 
Los cálculos fueron realizados siguiendo las indicaciones del manual de la 
enzima NcoI de Invitrogen. Tras el tratamiento con los enzimas de restricción 
durante 1h 30 min, se realizó una limpieza con el GenElute
TM
 PCR Clean-Up Kit 
(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EEUU). 
Para la obtención del plásmido necesario, se realizó la unión del vector con 
el producto usando la enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen, Life Technologies Corp., 
Carlsbad, CA, EEUU) con las cantidades indicadas en la siguiente reacción de 
clonación y siguiendo el protocolo del fabricante:  
5x Ligasa Buffer                  4µL 
DNA vector                        10µL                                                
DNA mip                              5µL                                               
T4 DNA ligasa                     1µL                                                




                                                           
El plásmido obtenido se usó para la transformación de las células 
químicamente competentes de Escherichia coli One Shot
®
 TOP10 (Invitrogen Life 
Technologies Corp., Carlsbad, CA, EEUU) siguiendo el protocolo descrito por el 
fabricante. Se procedió a la siembra de las células obtenidas en placas de medio 
Luria Bertani (LB) agar con ampicilina (50 µg/mL) y glucosa (0,5%). Se llevó a cabo 
una selección de los clones obtenidos y se realizaron cultivos en medio líquido LB 
para la purificación de los plásmidos con QIAprep Spin Miniprep Kit (Quiagen 
Sciences Inc., Germantown, MD, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante. 
Tras una nueva PCR para comprobar la presencia del gen que codifica la proteína 
MIP, se seleccionaron y guardaron los clones transformados en LB-glicerol a -80 ºC. 
A partir de uno de los clones One Shot® TOP10 seleccionados, se purificó el ADN 
plasmídico para la transformación de las células químicamente competentes de 
Escherichia coli One Shot® BL21(DE3) (Invitrogen, Life Technologies Corp., 
Carlsbad, CA, EEUU), que son óptimas para la expresión de proteínas. Tras las 
comprobaciones, se seleccionó un clon que contenía el plásmido con el gen de la 
proteína MIP, que se denominó BL21(DE3)MIP, para la expresión de la proteína. 
3.4.2. Expresión y purificación de la proteína MIP 
El procedimiento para la expresión de la proteína es una modificación del 
protocolo descrito por Sambrook y colaboradores
162
. A partir de un  aislamiento del 
clon BL21(DE3)MIP en placas con medio YTX2 agar con ampicilina a 36,5ºC 
durante 24 horas, se inocularon 8 tubos de 10 mL del mismo medio. Los tubos se 
incubaron durante 18 horas en agitación constante a 36,5 ºC. La suspensión 
bacteriana obtenida de dos tubos se utilizó para inocular un matraz con 500 mL de 
medio YTX2 con ampicilina (en total 4 matraces) y se incubaron en las mismas 
condiciones durante una hora. Después de la incubación, y antes de la inducción, se 
tomó una muestra de 500 µL (AI) para comprobar la expresión por SDS-PAGE. Esta 
se indujo añadiendo isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG, Sigma-Aldrich Inc., St. 
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Louis, MO, EEUU) a una concentración final de 0,5 mM y se incubaron durante 5 h 
en las mismas condiciones. Al cabo de este tiempo se tomó otra muestra  de 500 µL 
(DI). El cultivo se centrifugó a 10.000 x g durante 20 min y las células se 
resuspendieron en 25 mL de PBS 1x por litro de cultivo. Se le añadió inhibidor de 
proteasas (250 µL por gramo de proteína) y lisozima (0,1 mg/mL). Las células se 
congelaron a  -20 ºC. 
 Para preparar la suspensión proteica para la purificación de la proteína MIP, 
se descongelaron las células y se resuspendieron en tampón de lisis (Urea 8M. 
NaH2PO4 0,1M, Tris-HCl 10mM, Imidazol 20mM, pH 8.0). Tras 1 hora de 
incubación se sonicaron mediante 10 pulsos de 10 s con pausas de 30 s.  
 La purificación de la proteína se realizó por cromatografía de afinidad a iones 
metálicos inmovilizados (IMAC), utilizando una columna de Ni-NTA 
(HisTrap
TM
FF-5mL, GE Healthcare, Waukesha, WI, EEUU), según lo descrito por 
Christodoulides y colaboradores
163
. El montaje de la columna se realizó según 
instrucciones del fabricante. Tras la carga de la muestra, se procedió al lavado de las 
uniones inespecíficas con 75 mL de tampón de lavado (Urea 8M. NaH2PO4 0,1M, 
Tris-HCl 10mM, Imidazol 20mM, pH 6.3). La proteína recombinante se recuperó 
con 30 mL  de tampón de elución (Urea 8M, NaH2PO4 0,1M, Tris-HCl 10mM, 
Imidazol 200mM, pH 5.9). Durante todo el proceso se recogieron alícuotas de 3 mL 
para ser analizadas por dot-blotting con tinción de Rojo Ponceau
164
 y por SDS-
PAGE, y poder así seleccionar las alícuotas con la proteína rMIP. 
 La concentración de la proteína se realizó con las columnas Amicon Ultra 15 
10K<15 mL (EMD Millipore, Billerica, MA, EEUU) siguiendo las instrucciones 
indicadas por el fabricante, realizando un lavado con agua MilliQ para la eliminación 
de la urea presente en el tampón de elución. La proteína concentrada se cuantificó 
                                                 
163
 Christodoulides M, Jolley KA, Heckels JE. 2001. Recombinant proteins in vaccine development. 
En: Meningococcal vaccines: Methods and Protocols. Andrew J. Pollard, Martin CJ. Ediciones 
Maiden. Pag. 167-180.  Humana Press. 
164
 Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. 1989. Molecular cloning: a laboratory manual. 2nd 
edition.. Pág. 18.67. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 




por el método BCA, previamente descrito, y se comprobó su presencia por SDS-
PAGE. Se procedió al envío de las bandas obtenidas en la electroforesis para su 
identificación por MALDI-TOF/TOF “Peptide Mass Fingerprint” al Servicio de 
Espectrometría de Masas y Proteómica de la RIADT (Red de Infraestructuras de 
Apoyo a la Investigación y Desarrollo Tecnológico) de la Universidad de Santiago 
de Compostela. 
3.5.   Inclusión de la proteína rMIP en liposomas  
La incorporación de la proteína en liposomas se llevó a cabo siguiendo el 
protocolo descrito por Freixeiro y colaboradores
165
, como se detalla a continuación. 
Preparación de la solución proteína-detergente 
 Se resuspendió 1 mg de proteína rMIP en tampón HEPES 10 mM (pH 7.2) 
con un 2% de SDS hasta una concentración de 1mg/mL. La solución se completó 
añadiendo 4 mL de  HEPES 10 mM (pH 7.2) con 100 mg de n-octil-β-D-
glucopiranósido y se incubó 3 horas a temperatura ambiente. 
Preparación de las membranas lipídicas 
  Para preparar la capa lipídica, se disolvieron L-α-fosfatidilcolina  y colesterol 
en 3 mL de cloroformo en una proporción 6:2, empleando un total de 20 mg. El 
disolvente se eliminó en un rotavapor a 25 ºC, formando así la capa lipídica. 
 La capa lipídica se solubilizó con la incorporación de la solución de proteína- 
detergente y se incubó 1 hora a temperatura ambiente. Los liposomas se formaron 
por diálisis frente a PBS con un 0,0001% thimerosal durante 72 horas a 4 ºC, 
cambiando el tampón cada 24 horas. Los liposomas unilaminares se obtuvieron por 
                                                 
165
 Freixeiro P, Diéguez-Casal E, Costoya L, Seijo B, Ferreirós CM et al. 2013. Study of the 
stability of proteoliposomes as vehicles for vaccines against Neisseria meningitidis based on 
recombinant porin complexes. Int J Pharm. 443: 1-8.  
 




extrusión (Mini-Extruder, Avanti Polar Lipids Inc., AL, EEUU), realizando los 
siguientes pases por ese mismo orden: 
- 3 pases a través de membranas de 0,8 µm. 
- 3 pases a través de membranas de 0,4 µm. 
- 13 pases a través de membranas de 0,1 µm. 
Finalmente, se realizó una centrifugación a 200.000 x g a 4ºC para recuperar 
los proteoliposomas (Lip-MIP) y resuspenderlos en 2 mL de PBS con un 10% (p/v) 
de un agente crioprotector (glucosa). Se cuantificó el sobrenadante, con el método 
BCA, para tener una medida indirecta del total de proteína incorporada en los 
liposomas. Para la correcta conservación de los proteoliposomas fueron liofilizados 
(Lyph Lock6, Labconco, MO, EEUU) en alícuotas y se almacenaron en un desecador 
a temperatura ambiente protegidos de la luz. Se prepararon también, liposomas sin 
proteína para ser usados como control (LipC). 
Para la comprobación de la composición de los proteoliposomas se realizó 
una SDS-PAGE, Western-blotting y dot-blotting y se midió su tamaño en un 
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). El 
ángulo para la detección de la luz dispersada se fijó a 173° y las mediciones se 
realizaron a 25 °C. 
3.6.  Obtención de sueros inmunes 
Se obtuvieron un total de cinco sueros inmunes (anti-MSP63, anti-MIP, 
anti-MIP-Al, anti-MIP-Fr, anti-Lip-MIP), un  suero no inmune (SNI) y un suero 
control con liposomas (anti-LipC). 




Para la obtención de los sueros se llevó a cabo un protocolo de 
inmunización
166
 con 10 ratones CBA para cada suero, de 4 semanas de edad, usando 
como antígeno: 
- Para el suero anti-MSP63: La proteína MSP63 purificada a partir de geles con 
adyuvante de Freund (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EEUU). 
- Para el suero anti-MIP: La proteína rMIP sin adyuvantes. 
- Para el suero anti-MIP-Al: La proteína rMIP usando como adyuvante 
Al(OH)3 (Alhydrogel 2% ,InvivoGen Inc., San Diego, CA, EEUU). 
- Para el suero anti-MIP-Fr: La proteína rMIP con adyuvante de Freund 
(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EEUU). 
- Para el suero anti-LipC: Los liposomas LipC, sin proteína. 
- Para el suero anti-Lip-MIP: Los proteoliposomas Lip-MIP sin adyuvantes. 
Se realizaron un total de tres inmunizaciones espaciadas por 14 días. La 
sangre fue extraída tras 5 días  de la última dosis de antígenos.  
El protocolo de inmunización para cada ratón fue: 
1ª dosis de inmunización:  
- Suero anti-MSP63: 5 µg de la proteína MSP63 en 50 µL de agua más 50 µL 
de adyuvante completo de Freund. 
- Suero anti-MIP: 5 µg de la proteína rMIP en 100 µL de agua 
- Suero anti-MIP-Al: 5 µl de la proteína rMIP en 50 µL de agua más 50 µL de 
Al(OH)3. 
- Suero anti-MIP-Fr: 5 µg de la proteína rMIP en 50 µL de agua más 50 µL de 
adyuvante completo de Freund. 
- Suero anti-Lip-MIP: 5 µg de rMIP de proteoliposomas Lip-MIP en 100 µL de 
agua. 
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- Suero anti-LipC: El mismo volumen de Lip-MIP de liposomas LipC en 100 
µL de agua. 
 
 2ª y 3ª dosis de inmunización:  
Para los sueros anti-MIP, anti-MIP-Al, anti-Lip-MIP y anti-LipC, la 2ª y 3ª 
dosis de inmunización fueron iguales a la 1ª dosis. Para los sueros anti-MSP63 y 
anti-MIP-Fr se utilizó la misma cantidad de antígeno pero con adyuvante incompleto 
de Freund (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EEUU). 
 Todos los ratones fueron sangrados 5 días después de la última 
inmunización. En ese momento fue extraída también, la sangre de otros 10 ratones 
sin inmunizar, para obtener el suero no inmune. La sangre se dejó coagular 1 hora a 
temperatura ambiente para posteriormente mantenerla 3 horas a 4 ºC y así retraer el 
coágulo. Una vez recuperado el suero se centrifugó 10 minutos a 2 000 x g y se 
guardó en alícuotas de 300 µL a -80 ºC. 
3.7.  Caracterización de los sueros 
3.7.1. Dot-blotting 
La titulación de los sueros se realizó por dot-blotting como se indica a 
continuación. 
 Se depositaron réplicas de 2 µL de una suspensión de OMVs de la cepa 
homóloga (H44/76) con una concentración de 1 mg/mL en membranas de 
nitrocelulosa de 0,45 µm de poro (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, EEUU). Las 
réplicas se bloquearon con Blotto al 5% en TBS durante dos horas a temperatura 
ambiente. Tras 3 lavados con TBS-Tween, las membranas se incubaron durante 90 
minutos a 37 ºC con distintas diluciones seriadas de los sueros (factor de dilución 
1:10) y después de otro ciclo de lavados de las membranas, se incubaron con 
anticuerpos de conejo anti-IgG de ratón conjugados a peroxidasa. Las membranas se 




lavaron de nuevo y se revelaron con PBS/H2O2/4-cloro-1α-naftol durante 20 min, 
deteniendo la reacción con agua desionizada. 
3.7.2. Western-blotting 
Los Western-blotting se realizaron a partir de proteínas separadas en geles 
de SDS-PAGE y hrCNE. Ambas electroforesis se realizaron como se indica a 
continuación. 
SDS-PAGE 
Se diluyeron en una proporción 1:1 muestras de OMVs con 5 µg de proteína 
total, en tampón de muestra 2x (glicerol al 10% (v/v), SDS al 2% (p/v), 2β-
mercaptoetanol 0,7 M y azul de bromofenol al 1,25 x 10
-3
) y se calentaron a 95 ºC 
durante 10 min. Las proteínas fueron separadas por SDS-PAGE en geles verticales 
con un 12% de PA. 
hrCNE 
Distintas muestras con 60 µg de OMVs (cepas de N. meningitidis: 3061, 
3063, H44/76, NZ98/254, Nm26 y NmP27) se cargaron en un peine de pocillos de 9 
mm preparadas como se indica en el apartado 3.3.1 y los complejos proteicos se 
separaron por hrCNE. 
Western-blotting 
Se realizaron diversos Western-blotting a partir de los geles de SDS-PAGE y  
hrCNE. Tras la separación de las proteínas con las distintas electroforesis, se 
transfirieron a una membrana de polivinilideno fluoruro (PVDF) siguiendo las 
instrucciones del fabricante, tal y como se explica a continuación: 
Para cada gel, se cortaron dos piezas de papel Whatman y una membrana de 
PVDF del mismo tamaño que el gel a transferir. El papel Whatman y las 




almohadillas de fibra se equilibraron en tampón de transferencia (Tris 48 mM, 
glicina 39 mM, metanol 20% (v/v), pH 9.2) durante al menos 15 minutos. La 
membrana de PVDF se equilibró con un baño de 15 segundos en metanol, un lavado 
de 2 min en agua desionizada y un baño de 15 min en tampón de transferencia. Los 
diferentes componentes se montaron en forma de “sandwich” en el siguiente orden: 
una almohadilla de fibra, un papel Whatman, el gel a transferir, la membrana de 
PVDF, un papel Whatman y otra almohadilla de fibra, de tal modo que la membrana 
de PVDF quede situada entre el gel y el ánodo.  
La transferencia de proteínas a la membrana se realizó aplicando una 
corriente constante de 350 mA durante 1 h a 4ºC. Al finalizar, la membrana se 
bloqueó en TBS con Blotto al 5% en agitación continua durante 1 h a temperatura 
ambiente y se lavó tres veces con TBS- Tween. Tras el lavado se incubó con el suero 
inmune a analizar (a una dilución 1:100 el suero anti-MSP63 y a 1:10.000 el resto de 
sueros) en TBS-Tween con Blotto 1%, durante 90 minutos a 37 ºC en agitación. 
Despues de tres lavados con TBS-Tween, la membrana se incubó durante 90 min a 
37ºC en agitación, con anticuerpos de conejo anti-IgG de ratón conjugados a 
peroxidasa diluidos 1:1000 en TBS-Tween con Blotto al 1%. La membrana se lavó 
de nuevo tres veces con TBS-Tween y se reveló con PBS/H2O2/4-cloro-1α-naftol 
durante 20 minutos, deteniendo la reacción con agua desionizada. 
3.8.  Cromatografía de afinidad con suero anti-MSP63 
Para purificar el CxChap de 740 KDa,  sin la proteína MIP, se realizó una 
cromatografía de afinidad, purificando las IgG del suero anti-MSP63, uniéndolas a 
una matriz en una columna de afinidad y usando OMVs de la cepa N. meningitidis 
H44/76 como muestra. Todo el proceso se describe a continuación. 





Desalting Cartridges (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, EEUU), centrifugando (15 min. 
10.000 x g) y filtrando el suero anti-MSP63, con el fin de intercambiar el tampón 
para poder realizar la siguiente columna. Se usó el tampón MAPS II Protein Binding 




Buffer (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, EEUU), siguiendo las instrucciones del 
fabricante.  





Protein A (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, EEUU) 
siguiendo las indicaciones de la misma, para la purificación de las IgGs del suero de 
ratón anti-MSP63. Las alícuotas seleccionas por dot-blotting con Rojo Pounceau, que 
contenían las proteínas, fueron neutralizadas puesto que la elución se lleva a cabo 
con un tampón citrato sódico 100mM a pH 3.0. 
Utilizando la muestra obtenida se realizó el experimento con Affi-Gel Hz 
Immunoaffinity Kit (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, EEUU), desarrollando los 
siguientes pasos: 
- Cambio de tampón usando Econopac 10-DG, presente en el kit, a Coupling 
buffer Affi-Gel Hz, pH 5.5. 
- Oxidación de las IgGs 1 hora en oscuridad con Oxidizer kit, también incluido.  
- Cambio de tampón, repitiendo el primer paso. 
- Acoplamiento de IgG a Affi-Gel Hz Hidrazide Gel. Las IgGs se añaden a 1 
mL de gel, siguiendo las instrucciones, y se incuban durante 24 horas en 
rotación. 
- La mezcla anterior  se introduce en una columna vacía, se recoge el eluido, se 
mide el volumen y se cuantifica para determinar la eficacia de unión a la 
matriz. 
Se realizó un ensayo de cromatografía de afinidad, usando como muestra 2 
mg de OMVs de la cepa N. meningitidis H44/76, tratándola igual que para la 
realización de una hrCNE (apartado 3.3.1). Como tampón de aplicación se utilizó 
PBS 1x NaCl 0,5M, como tampón de lavado PBS 1x y como tampón de elución Urea 
6M. Se realizó un dot-blot con Rojo Pounceau de las alícuotas obtenidas y 
posteriormente se analizaron por SDS-PAGE y Western-blotting. 
 




3.9.    Análisis informático de las imágenes de los geles y membranas 
Los geles y membranas (PVDF y Nitrocelulosa) fueron escaneados 
utilizando el Bio-Rad GS-800 Calibrated Densiometer (Bio-Rad Laboratories, 
Richmond, CA, EEUU), a una resolución de 1200 dpi. Las imágenes fueron 
analizadas con los programas PDQuest
®
 versión 7.4.0 y Quantity One
®
 de Bio-Rad.  
 
3.10. Ensayo de actividad bactericida 
Los ensayos de actividad bactericida fueron realizados según una variación 
del protocolo previamente descrito
167
 utilizando como fuente de complemento suero 
de cría de conejo comercial (Baby Rabbit Complement, Cedarlane, Canadá). Para 
eliminar la posible actividad bactericida de la fuente de complemento, se realizó la 
adsorción de posibles anticuerpos específicos mediante 3 incubaciones de 1 hora a 4 
ºC en agitación con células vivas de cada cepa test resuspendidas en el complemento 
de conejo reconstituido. Tras la adsorción, las bacterias fueron eliminadas por 
centrifugación (10 minutos a 10 000 x g y 4 ºC) y filtración, para finalmente ser 
alicuotado y almacenado a -80 ºC hasta su uso. 
El día del ensayo se mezclaron, en pocillos de placas de microtitulación de 
fondo en U: 
 12,5 µL de suspensión bacteriana (1,46 x 10
5
 cel/mL en tampón 
GBSS [Gelatin Balanced Salt Solution]). 
 25 µL de suero test, previamente inactivado por calor (30 minutos 
a 54 ºC) y diluido 1:4 en GBSS. 
 12,5 µL de fuente de complemento, añadido siempre en último 
lugar. 
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A tiempo 0 (t0) y tras una incubación de 60 minutos (t1) a 37 ºC y 5% CO2, 
se deslizaron 15 µL de cada mezcla a lo largo de placas con medio sólido GC-agar 
enriquecido con Biovitex, y se incubaron 24 horas a 37 ºC en atmósfera húmeda y 
5% de CO2 para determinar el número de unidades formadoras de colonias (CFUs). 
La tasa de mortalidad (TM) expresada como % se calculó según la fórmula: 
 
Los sueros que muestran una reducción mayor o igual al 50% en el número 
de CFUs respecto al tiempo 0, se consideran bactericidas. Los sueros que resultaron 
bactericidas fueron titulados realizando diluciones seriadas y se determinó su 
actividad bactericida, siendo la máxima dilución final en la que mostró una reducción 
≥ 50% en el número de CFUs respecto a las obtenidas a tiempo 0.  
Se incluyeron controles negativos sustituyendo el suero inmune, la fuente de 
complemento o ambos por GBSS. Como controles positivos se añadieron los sueros 
homólogos de cada cepa test. Cada ensayo se repitió al menos dos veces en 
diferentes días con dos réplicas cada uno. 
 
3.11. Ensayos de citometría de flujo 
 Los ensayos de citometría de flujo se realizaron en colaboración con la 
Health Protection Agency, Centre for Emergency Preparedness and Response (Reino 
Unido).  
 Por seguridad en el manejo de las bacterias, se provocó la muerte de las 
bacterias mediante una incubación con azida sódica 0,2% (p/v) y fenilmetilsulfonil 
fluoruro 17 µg/mL durante 48 horas a 37 °C. Las bacterias empleadas en el ensayo 




de opsonofagocitosis fueron teñidas previamente durante una hora con 10µg/mL
 
del 
fluoróforo 2′,7′-bis-(2-carboxietil)-5-(6)-carboxifluoresceina (BCECF, Calbiochem, 
Reino Unido) antes de provocar la muerte celular.  
En los experimentos que requirieron fuente de complemento se utilizó plasma 
humano agammaglobulémico. La eliminación de las IgGs se realizó en una columna 
de afinidad ProteinG Sepharose. Las medidas se realizaron con el citómetro de flujo 
Becton Coulter FC500. 
 
3.11.1. Ensayo de unión de anticuerpos a superficie 
 Para cada ensayo se usaron 2 µL de suero test y 198 µL de las bacterias 
diana suspendidas en solución de bloqueo (BSA 2% en PBS), a una DO de 600 nm. 
Tras 30 min de incubación con agitación (900 rpm) a 25 °C, se centrifugó (3000 x g 
durante 5 min), se eliminó el sobrenadante y se realizaron tres lavados con 200 µL de 
solución de bloqueo. A continuación se añadieron 200 µL de anticuerpo conjugado 
de cabra anti-ratón/conejo/humano marcado con el fluoróforo FITC (Jackson 
Immunochemicals, EEUU) a una dilución 1:500 en solución de bloqueo y se incubó 
durante 20 min a 4°C. Finalmente se realizaron dos lavados con solución de bloqueo 
para eliminar el excedente del fluoróforo. 
 En el canal FITC, se determinaron ventanas o “gates” en la población de 
bacterias del control negativo sin anticuerpos con complemento, incluyendo 
aproximadamente el 10% de la población total. En cada muestra test se midió la 
fluorescencia de 7500 bacterias. Para calcular el índice de fluorescencia (FI) se 
multiplicó el porcentaje de células que mostraron fluorescencia FITC en la ventana 
apropiada (% gated) por la fluorescencia media (X-mean). Para determinar el valor 








3.11.2.  Ensayo de deposición de C3b 
En una placa de microtitulación de 96 pocillos con fondo en U (Sterilin, 
Reino Unido) se mezclaron: 
 5 µL de cada suero test. 
 90 µL de suspensión bacteriana a DO600=0,1 en solución de bloqueo 
(BSA 2% en PBS). 
 5 µL de complemento humano sin IgG. 
La mezcla se incubó 30 min en agitación (900 rpm) a 25 ºC. Se centrifugó a 
3000 x g durante 5 min y tras la eliminación del sobrenadante, el precipitado se lavó 
tres veces con solución de bloqueo. Se añadieron 200 µL anticuerpo de oveja anti-
C3c humano marcado con el fluoróforo FITC (Biodesign, Reino Unido) a una 
dilución 1:500 en solución de bloqueo, se incubó durante 20 min a 4ºC y se 
realizaron dos lavados más con dicha solución. 
 Se determinó el valor FI-C´, como se indica en el apartado anterior. 
3.11.3.  Ensayo de deposición de MAC (C5b-9) 
En una placa de microtitulación de 96 pocillos con fondo en U (Sterilin, 
Reino Unido) se mezclaron: 
 5 µL de cada suero test. 
 90 µL de suspensión bacteriana ajustada a DO600=0,1 en solución de 
bloqueo (BSA 2% en PBS). 
 5 µL de complemento humano sin IgG. 
Se realizó una incubación de la muestra durante 30 min en agitación (900 
rpm) a 25 ºC.  Cada mezcla fue centrifugada a 3000 x g durante 5 min. El precipitado 
se lavó tres veces con solución de bloqueo, se añadieron 200 µL de anticuerpo de 
ratón anti-C5b-9 humano marcado con Alexa 647 a 1:500 en solución de bloqueo, se 
incubó durante 20 min a 4 ºC y tras lo cual se realizaron dos lavados con dicha 
solución. Finalmente, se determinó el valor FI-C´. 
 




3.11.4.  Ensayo de Opsonofagocitosis 
 Para la determinación de la actividad opsonofagocítica del meningococo se 
utilizaron como fagocitos células de la línea celular HL60 (American Type Cultures 
Collection, Rockville MD, EEUU), diferenciadas a granulocitos con N,N-
dimetilenformamida 0,8% (Sigma- Aldrich Inc., St. Louis, MO, EEUU) durante 5 
días.  
 En una placa de microtitulación de 96 pocillos con fondo en U (Sterilin, 
Reino Unido) se mezclaron: 
 20 µL de cada suero test diluido 1:10 en tampón OP (Hanks balanced 
salts solution [Sigma- Aldrich Inc., St. Louis, MO, EEUU] conteniendo 
leche descremada en polvo al 2% (p/v) [Marvel, Premier International 
Foods, Reino Unido], CaCl2 1,2mM y  MgSO4 1mM [Sigma- Aldrich 
Inc., St. Louis, MO, EEUU]). 
 10 µL de suspensión bacteriana teñida, a una concentración celular de 
6,25 x 10
8
 en tampón OP. 
 10 µL de complemento humano sin IgG. 
 Tras una incubación en agitación (900 rpm) de 7,5 min a 37 ºC, se añadieron 




en tampón OP) continuando 
la incubación durante otros 7,5 min. La opsonofagocitosis se finalizó añadiendo 80 
µL de tampón PBS Dulbecco enfriado en hielo conteniendo 0,02% de EDTA (Sigma- 
Aldrich Inc., St. Louis, MO, EEUU). 
 
En el canal de fluorescencia para el pigmento biscarboxietilcarboxil-
fluoresceína (BCECF) se determinaron ventanas homogéneas en la población de 
células HL60 del control sin anticuerpos y con complemento, incluyendo 
aproximadamente el 10% de la población total. En cada una de las muestras test se 
midió la fluorescencia de 7500 células HL60 vivas. Se multiplicó el porcentaje de 
células que mostraron fluorescencia BCECF en la ventana apropiada por la 
fluorescencia media de la población incluida en la ventana para calcular el índice de 







































































4.1.  Resultados del estudio con la proteína MSP63 
 
 
4.1.1.  Purificación de la proteína MSP63 
Para la obtención del suero inmune anti-MSP63, se procedió a la 
purificación de la proteína MSP63, eligiendo como método de purificación la 
electro-elución a partir de geles de PA. Para minimizar la co-purificación de otras 
proteínas junto con la MSP63 se realizaron dos electroforesis secuenciales, tal y 
como se explica en el apartado 3.3.3 de Material y Métodos. En primer lugar, se 
separaron en gel los complejos proteicos presentes en las OMVs  mediante cuatro 
electroforesis nativas o hrCNE (para obtener la cantidad necesaria). Posteriormente, 
una muestra de cada gel fue teñido con CBB y el resto del gel con tinción reversible 
de zinc. Siguiendo resultados obtenidos en nuestro laboratorio, se detectó la banda 
correspondiente al complejo denominado CxChap de 740 KDa , formado por catorce 
subunidades de la proteína MSP63 (Figura 7). 
 
Figura 7. Separación de complejos proteicos presentes en OMVs de la cepa de N. meningitidis H44/76 por 
hrCNE. El complejo de la proteína MSP63, de 740 kDa y denominado CxChap, se detectó por tinción de una 
muestra del gel con Coomassie. Utilizando ésta como guía, se cortó la banda correspondiente del gel teñido con 





Tras el corte y desteñido de las bandas correspondientes al complejo Cx-
Chap, y la desnaturalización de los mismos, la proteína MSP63 presente en las tiras 
de PA fue separada mediante una electroforesis SDS-PAGE (Figura 8). A pesar de 
cortar únicamente la banda correspondiente al complejo proteico formado por la 
proteína MSP63, se observaron un alto número de proteínas de diversos tamaños 
moleculares. La banda correspondiente a la proteína MSP63 fue cortada, desteñida y 
sometida a electro-elución. 
 
Figura 8. Separación de la proteína MSP63 de  N. meningitidis por SDS-PAGE. Tras el corte y desteñido de la 
tira de gel conteniendo el complejo proteico CxChap, se sometió a una segunda dimensión desnaturalizante para 
aislar de manera individual la proteína MSP63. 
El eluído obtenido fue comprobado por SDS-PAGE y tinción de zinc, 
encontrando únicamente la presencia de la proteína MSP63, tal y como se muestra en 
la Figura 9. Por cada gramo de proteína inicial total se obtuvieron 50 mg de la 







Figura 9. Comprobación de la composición proteica del eluído de la proteína MSP63 (carril SDS-PAGE). 
Western-blot con suero anti-MSP63 frente al perfil proteico total de las OMVs de N. meningitidis H44/76 (carril 
Western-blot). 
4.1.2.  Caracterización del suero anti-MSP63 
 
 
El suero anti-MSP63 fue titulado y caracterizado por dot-blotting y 
Western-blotting respectivamente, alcanzando un título de 1/100 en dot-blotting 
(Figura 10). Este título fue utilizado en los posteriores ensayos de Western-blotting 
realizados con dicho suero. 
 
         Figura 10. Titulación por dot-blotting del suero anti-MSP63 
 
La caracterización por Western-blotting se realizó a partir de gel de SDS-
PAGE en el que se cargó como muestra OMVs de las cepas de N. meningitidis 3061, 
3063, H44/76, NZ98/254, Nm26 y NmP27. Como se observa en la Figura 11, el 






Figura 11. Western-blot con el suero anti-MSP63 a partir de OMVs de las cepas de N. meningitidis H44/76, 
NZ98/254, 3061, 3063, Nm26 y Nmp27 separadas por SDS-PAGE. 
 
El Western-blot realizado a partir de gel de hrCNE con el suero anti-
MSP63, con distintas muestras de OMVs de las cepas mencionadas anteriormente, 
nos reveló que dicho suero reconoce al Cx-Chap en todas las cepas de estudio, como 





Figura 12. Western-blot a partir de OMVs de las cepas de N. meningitidis H44/76, NZ98/254, 3061, 3063, Nm26 







4.1.3. Cromatografía de afinidad con el suero anti-MSP63 
Con el fin de purificar el Cx-Chap sin la presencia de otras proteínas, se 
procedió a la realización de un ensayo de cromatografía de afinidad con el suero anti-
MSP63. 





Protein A (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, EEUU) con el fin de 
purificar las IgGs presentes en el suero. Las alícuotas obtenidas y analizadas por dot-
blotting con Rojo Pounceau se muestran en la Figura 13. 
 
 
Figura 13: Dot-blot de las alícuotas obtenidas con la columna Bio-ScaleTM Affi-Prep® Protein A (Bio-Rad Lab., 
Richmond, CA, EEUU) teñidas con Rojo Pounceau. Las alícuotas de lavado corresponden a los números 1-10 y 
del 11- 47 a las alícuotas de  elución. En la alícuota 25 se produjo el cambio del pH indicativo de la presencia de 
las IgGs.  
 La columna de afinidad se preparó siguiendo las instrucciones del fabricante, 
con el Affi-Gel Hz Inmunoaffinity kit, empleando como muestra 3 mL de las 
alícuotas de elución obtenidas (alícuotas correspondientes a los números 25 a 30, 
neutralizadas previamente). Una vez realizados los cambios de tampón y la 





instrucciones del fabricante, resultando ésta en un 69,29%. Una vez fijadas las IgGs 
en la matriz se realizó la cromatografía de afinidad. El dot-blot de las alícuotas se 
muestra en la Figura 14 y como puede observarse no se aprecia proteína en las 
alícuotas correspondientes a la elución. 
 
Figura 14: Dot-blot teñido con Rojo-Pounceau de las alícuotas obtenidas en la cromatografía de afinidad con 
suero anti-MSP63. Los números 1 y 2 corresponden al control negativo con agua MilliQ y al control positivo con 
BSA, respectivamente. Los números del 3 al 9 corresponden a la salida de carga, del número 10 al 16 a las 
alícuotas de lavado y del número 17 al 30 a las alícuotas de elución.  
Se realizó una SDS-PAGE utilizando como muestra las primeras 6 alícuotas 
de elución obtenidas en la última columna, no apreciándose ninguna proteína. Al 
incrementar mucho el contraste de la imagen, se pudieron intuir varias bandas con un 
peso molecular cercano a la proteína MSP63, por lo que se procedió a la 
identificación de la alícuota número 3 sin obtener resultado.  
También se realizó un Western-blot a partir de una SDS-PAGE, con suero 
anti-OMVs de la cepa N meningitidis H44/76, con las alícuotas mencionadas, en el 
que se aprecian levemente dos bandas en las alícuotas correspondientes a los 
números 2, 3 y 4, no pudiendo llegar a ninguna conclusión. Se procedió a la 
realización de un Western-blot con suero anti-CxChap, obtenido previamente en 
nuestro laboratorio, a partir de una SDS-PAGE de la alícuota 3 de la elución, ya que 
dicho suero solo reconoce a las proteínas MSP63 y MIP, llegando igualmente a 






4.1.4.  Ensayo de actividad bactericida del suero 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad bactericida del suero 
inmune anti-MSP63 contra la cepa homóloga y las 5 cepas heterólogas se muestran 
en la Tabla 4. Se ha considerado que un suero es bactericida cuando alcanza una tasa 
de mortalidad ≥50% de las bacterias a dilución 1/8. En aquellos sueros que resultaron 
bactericidas se calculó el título de actividad bactericida, expresándose como la 
máxima dilución en la que conserva dicha actividad. En aquellos sueros que no 
resultaron bactericidas, se indicó la tasa de mortalidad obtenida a dilución 1/8. Los 
resultados mostrados son la media de al menos dos experimentos realizados en 
diferentes días, incluyendo cada uno como mínimo dos réplicas. 
El ensayo resultó susceptible a la fuente de complemento utilizada, siendo 
tóxica en la mayoría de los casos e interfiriendo con la actividad bactericida 
intrínseca de los sueros. Por ello, para un correcto desarrollo del ensayo, se realizó la 
adsorción de la fuente de complemento comercial, resultando la adsorción con 
células vivas el método más efectivo. 
El suero anti-MSP63 únicamente resultó bactericida frente a la cepa 
homóloga, con un título de 32. 
 
Tabla 4. Actividad bactericida del suero anti-MSP63. Los resultados se expresan como la tasa de mortalidad 
alcanzada por el suero a dilución 1:8. Cuando la tasa de mortalidad fue mayor del 50% se muestra la máxima 






















4.1.5. Ensayos de citometría de flujo (opsonofagocitosis, deposición de 
complemento C3b, deposición del complejo de ataque membrana, unión 
de anticuerpos a superficie) 
Mediante el ensayo de opsonofagocitosis (OPA) se determinó la fagocitosis 
que inducen los anticuerpos presentes en el suero anti-MSP63, determinando la 
fluorescencia emitida por las células fagocíticas. 
La deposición del complejo de ataque a membrana (MAC o C5b-9) en la 
superficie celular se determinó también por citometría de flujo, a través de la unión 
de un anticuerpo marcado con fluorescencia al complejo de ataque a membrana. 
Mediante un anticuerpo marcado, específico contra C3b, se determinó también 
la deposición del complemento (CDA C3b) en la superficie bacteriana inducida por 
los anticuerpos presentes en el suero a analizar (vía clásica de activación del 
complemento). 
Se determinó el reconocimiento de epitopos en la superficie bacteriana de la 
cepa homóloga de N. meningitidis H44/76 y de las seis cepas heterólogas estudiadas 
por los anticuerpos presentes en el suero anti-MSP63 mediante el ensayo de unión a 
superficie (SLA) por citometría de flujo, de este modo se evaluó la unión total de 
anticuerpos a la superficie a través de la unión de un anticuerpo secundario 
fluorescente.  
Los resultados obtenidos, en los diferentes ensayos realizados, se muestran en 
la Tabla 5 como índices de fluorescencia alcanzados por cada cepa y suero a los que 
se les sustrajo el índice de fluorescencia generado por el control sin anticuerpos y 
con fuente de complemento (FI-C´). 
Como se puede observar, el suero anti-MSP63 no indujo la deposición del 
complemento, la deposición del complejo de ataque a membrana ni 
opsonofagocitosis. Los índices de fluorescencia alcanzados en el ensayo que 





del suero anti-MSP63, fueron inferiores a los obtenidos con los sueros anti-OMVs, 
siendo en su mayoría más elevados que el suero no inmune, con la excepción del 
ensayo con la cepa Nmp27, que no fue reconocido. 
Tabla 5. Resultados de citometría de flujo en los ensayos de opsonofagocitosis(OPA), deposición del complejo 
de ataque a membrana (CDA C5b-9), deposición de complemento (CDA C3b) y unión a superficie (SLA) con el 
suero anti-MSP63. Se muestran los resultados obtenidos como índices de fluorescencia alcanzados por cada suero 
( anti-MSP63 y anti-OMVs correspondiente) y con cada cepa, sustrayendo el índice de fluorescencia generado 
por el control sin anticuerpos y con fuente de complemento (FI-C´). 
 
 
  FI-C´   
 
CEPA Anti-OMVs Anti-MSP63 
OPA H44/76 664,44 0 
 
NZ98/254 1243,29 0 
 
3061 3353,43 52 
 
3063 2795,11 183,12 
 
Nm26 332,53 0 
 
Nmp27 225,08 0 
    CDA C5b-9 H44/76 577,89 0 
 
NZ98/254 360,83 0 
 
3061 241,14 0 
 
3063 535,22 o 
 
Nm26 241,13 0 
 
Nmp27 351,61 0 
    CDA C3b H44/76 8672,74 0 
 
NZ98/254 3579,01 0 
 
3061 3356,31 0 
 
3063 5406,59 0 
 
Nm26 4139,03 0 
 
Nmp27 5404,89 0 
    SLA H44/76 23322,14 2707,33 
 
NZ98/254 12852,91 201,71 
 
3061 11398,05 307,48 
 
3063 15651,21 657.57 
 
Nm26 16475,39 201'08 
 






4.2.   Resultados del estudio con la proteína MIP 
 
4.2.1. Clonación de la proteína MIP 
 Como primer intento para la obtención de la proteína MIP se realizó su 
purificación a partir de geles de PA y electro-elución, pero la cantidad obtenida fue 
insuficiente para realizar todos los experimentos necesarios con la misma,  al tratarse 
de una proteína minoritaria. Por lo que se procedió a la clonación de la proteína MIP 
utilizando como ADN molde la cepa de N. meningitidis H44/76. 
 Una vez optimizada la PCR con los cebadores diseñados, se realizó una 
electroforesis con gel de agarosa al 0,8% con el producto obtenido. Como se muestra 
en la Figura 15, se aprecia una sola banda, con el número de pares de bases 
correspondiente al gen MIP [819 pares de bases (pb)].  Una de las bandas fue 
secuenciada obteniendo como resultado la secuencia del gen NMB1567, que codifica 
la proteína MIP de N. meningitidis. 
 
Figura 15. Comprobación del producto obtenido en la PCR por electroforesis horizontal en gel de agarosa al 
0,8%. Los carriles exteriores corresponden a los marcadores moleculares y los carriles internos a distintas réplicas 
de la PCR. 
4.2.2. Expresión y purificación de la proteína rMIP 
 Una vez obtenido el clon de Escherichia coli BL21(DE3)MIP, se procedió 





con IPTG y después de la inducción (DI) por SDS-PAGE y por Western-blotting 
(Figura 16) con el suero anti-OMVs  N. meningitidis H44/76.  
 En dicha figura se observa el incremento en la cantidad de proteína en 
los carriles correspondientes a las muestras tomadas después de la inducción. En los 
carriles en los que se muestra el Western-blot se puede apreciar claramente el 
aumento de respuesta en la muestra DI, ya que únicamente se revelan las proteínas 
pertenecientes a N. meningitidis. 
 
Figura 16: Comprobación de la expresión de la proteína MIP mediante SDS-PAGE al 10% y Western-blotting 
con el suero anti-OMVs H44/76, empleando muestras de antes (AI) y después (DI) de la inducción de la 
expresión de la proteína. 
 Una vez expresada la proteína, se realizó su purificación por cromatografía 
de afinidad a iones metálicos inmovilizados (IMAC). Para la detección de las 





todas las alícuotas obtenidas (Figura 17). Posteriormente fueron analizadas también 
mediante SDS-PAGE (Figura 18) y  Western-blotting (Figura 19). 
 
Figura 17. Dot-blot con Rojo-Pounceau de las alícuotas obtenidas en la cromatografía de afinidad a iones 
metálicos inmovilizados. Alícuota 1: carga de la columna, alícuota 2: salida de carga, alícuotas 3-27: lavado, 
alícuotas 28-38: elución. Alícuotas empleadas para la concentración de la proteína: 30-33. 
 
Figura 18 . SDS-PAGE 10% PA de las alícuotas obtenidas en la IMAC: Carga (C), salida de carga (SC), tercera 






Figura 19: Western-blot de una SDS-PAGE revelado con suero anti-OMVS de la cepa N. meningitidis H44/76 
de las alícuotas obtenidas en la IMAC correspondientes a la carga (C), salida de carga (SC), lavado nº 3 (LV3), 
lavado nº 26 (LV26) y tres alícuotas de elución (E4,E5 y E8). 
 Se juntaron hasta 12 mL de las alícuotas que presentan la proteína 
purificada y se concentraron, tal y como se indica en el apartado 3.4.2. de Material y 
Métodos, tras lo cual, se realizó una SDS-PAGE para comprobar la presencia de la 
proteína MIP (Figura 20).  
 





  La cantidad de proteína fue cuantificada por el método BCA. Por cada 
inducción de la expresión con 2 L de cultivo de bacterias se obtuvieron,  
aproximadamente, 1,5 mg de proteína purificada. Se repitió este procedimiento hasta 
obtener la cantidad necesaria para la realización de todos los experimentos 
programados. 
 Se realizó una SDS-PAGE de una de las alícuotas de elución obtenidas 
(Figura 21) en la cromatografía de afinidad, para la identificación de las bandas 
indicadas en dicha figura por MALDI-TOF/TOF. 
 
Figura 21: SDS-PAGE con geles de 10 % PA de una alícuota de elución  realizada para la identificación de  las 
bandas indicadas en la figura con los números 1- 7. 
 Los resultados obtenidos en la identificación de las bandas indicadas en la 
Figura 21 se muestran en la Tabla 6. Los resultados se obtuvieron tras comparar los 
péptidos obtenidos frente a N. meningitidis y E. coli. Los resultados nos muestran 






Banda KDa Código 
UniprotKB 
Identificación Score Cobertura 
secuencia 
(%) 
1 105,5 P0AFG5 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 
component.  E. coli. 
123 16.5 
2 43,4 A7ZSL4 Elongation factor Tu 1. E. coli. 59 21.2 
3 28,9 Q9JYI8 Probable FKBP-type pepttidyl-prolyl 
cis-trans isomerase (FkpA o MIP). N. 
meningitidis serogrupo B. 
61 39,3 
4 28,9 Q9JYI8 Probable FKBP-type pepttidyl-prolyl 
cis-trans isomerase (FkpA o MIP). N. 
meningitidis serogrupo B. 
123 60,3 
5 28,9 Q9JYI8 Probable FKBP-type pepttidyl-prolyl 
cis-trans isomerase (FkpA o MIP). N. 
meningitidis serogrupo B. 
104 43,8 
6 28,9 Q9JYI8 Probable FKBP-type pepttidyl-prolyl 
cis-trans isomerase (FkpA o MIP). N. 
meningitidis serogrupo B. 
53 28,3 
7 28,9 Q9JYI8 Probable FKBP-type pepttidyl-prolyl 
cis-trans isomerase (FkpA o MIP). N. 
meningitidis serogrupo B. 
101 40,1 
 
Tabla 6: Identificación por MALDI-TOF/TOF de las principales bandas detectadas mediante electroforesis SDS-
PAGE. Los números se corresponden con los marcados en la Figura 21. Las coberturas de secuencia, códigos de 
identificación en bases de datos (ID) y los pesos moleculares dados son los correspondientes a las proteínas 





4.2.3. Proteoliposomas incluyendo la proteína rMIP (LipMIP) 
 La incorporación de la proteína recombinante en liposomas se realizó con el 
fin de analizar la diferencia en la respuesta inmune al inmunizar con la proteína 
recombinante sola o insertada en liposomas. 
 Se obtuvieron proteoliposomas empleando 1 mg de proteína total. La 
cuantificación indirecta de la proteína incorporada en los liposomas, a partir del 
sobrenadante tras la centrifugación, permitió determinar que el rendimiento de la 
incorporación fue entre un 65 y un 75%. Las medidas tomadas en el Zetasizer Nano 
ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido), realizando tres 
medidas (en cada una de ellas al menos 300 partículas fueron analizadas), mostraron 
el aumento de tamaño de los liposomas con la proteína MIP incorporada  (131,2 nm 
+- 3,4) con respecto a los liposomas control (95,4 +- 0,1). 
 Se caracterizaron los liposomas mediante dot-blotting (Figura 22) y se 
analizaron también mediante SDS-PAGE y Western-blotting (Figura 23). Para la 
realización de estos análisis se empleó suero anti-MIP sin adyuvantes, caracterizado 
en el apartado 4.2.4. 
 
 
Figura 22: Dot-blot con suero anti-MIP (1:10.000)  de los liposomas con rMIP incorporada. Control negativo 







Figura 23: En el primer carril se muestra la proteína rMIP y en el segundo carril los liposomas LipMIP separados 
por SDS-PAGE en gel del 12% de PA. En el último carril se muestra un Western-blot con suero anti-MIP 
(1:10.000) de una SDS-PAGE 12% de PA con los liposomas LipMIP. 
4.2.4. Caracterización de los sueros inmunes 
 Se obtuvieron un total de cuatro sueros inmunes frente a la proteína MIP 
(anti-MIP, anti-MIP-Al, anti-MIP-Fr y anti-Lip-MIP) que fueron titulados y 
caracterizados por dot-blotting y Western-blotting respectivamente. Como muestran 
las Figuras 24, 25, 26 y 27, los sueros alcanzaron un título de 1/10.000 en dot-
blotting utilizando como muestra OMVs de la cepa homóloga. Este título fue 






 Figura 24. Titulación por Dot-blotting del suero anti-MIP. 
 
  Figura 25. Titulación del suero anti-MIP-Alum. 
 
 Figura 26. Titulación del suero anti-MIP-Freund. 
 






Los sueros obtenidos fueron caracterizados por Western-blotting a partir de 
un gel de SDS-PAGE en el que se cargaron OMVs de la cepa de N. meningitidis 
H44/76. Como se puede observar en la Figura 28,  reconocen únicamente a la 
proteína MIP en todos los casos. 
 
Figura 28. Western- blot de los sueros obtenidos (anti-MIP, anti-MIP-Alum, anti-MIP-Freund y anti-Lip-MIP) a 
partir de la separación por SDS-PAGE de OMVs de la cepa N. meningitidis H44/76. 
El suero anti-MIP fue analizado también por Western-blotting a partir de un 
gel de SDS-PAGE, en el que se cargaron como muestra OMVs de las cepas de N. 
meningitidis H44/76, H44/76 cultivada sin restricción de hierro, NZ98/254, 3061 y 
3063. Como se observa en la Figura 29, el suero anti-MIP  reconoció a la proteína 
MIP en  todas las cepas de estudio. También se observa un aumento en la señal 







Figura 29. Western-blot con el suero anti-MIP (1:10.000), a partir de OMVs  de las cepas de N. meningitidis 
H44/76, H44/76*(sin restricción de hierro), NZ98/254, 3061 y 3063, separadas por SDS-PAGE. 
También se realizó un dot-blot con el suero anti-MIP a partir de células 
enteras de N. meningitidis con las cepas de estudio H44/76, NZ98/254, 3061 y 3063. 
Como se observa en la Figura 30, la proteína MIP es reconocida en todas las cepas 
empleadas.  
 
Figura 30. Dot-blot  con el suero anti-MIP (1:10.000) empleando como muestra células enteras de las cepas 






Se realizó también un Western-blot con el suero anti-OMVs de la cepa de N. 
meningitidis H44/76 y anti-MIP a partir de un gel en gradiente del 8 al 11% de PA 
con OMVs de la cepa H44/76 separadas por hrCNE (Figura 31), observando así los 
complejos en los que está presente la proteína MIP. 
 
Figura 31. Western-blot a partir de OMVs  de la cepa N. meningitidis H44/76 separadas por hrCNE, con los 
sueros anti-OMVs H44/76 (1:1000) y anti-MIP (1:10.000).  
4.2.5. Actividad bactericida de los sueros 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad bactericida de los sueros 
inmunes anti-MIP, anti-MIP-Al, anti-MIP-Fr y anti-Lip-MIP contra la cepa 
homóloga (N. meningitidis H44/76) se muestran en la Tabla 7 y contra las 4 cepas 
heterólogas ( N. meningitidis 3063, NZ98/254, Nm26 y Nmp27) en la Tabla 8.  
Como se menciona en el apartado 4.1.4, se ha considerado que un suero es 
bactericida cuando alcanza una tasa de mortalidad ≥50% de las bacterias a dilución 





bactericida (la máxima dilución en la que conserva dicha actividad). En los sueros 
que no resultaron bactericidas, se indicó la tasa de mortalidad obtenida a dilución 
1:8. Como ya se ha comentado, los resultados obtenidos son la media de al menos 
dos experimentos realizados en diferentes días, incluyendo en cada uno dos réplicas 
como mínimo. 
Al igual que con el suero anti-MSP63, fue necesaria la adsorción de la 
fuente de complemento comercial con células vivas de cada cepa estudiada. 
Los sueros obtenidos resultaron bactericidas frente a la cepa homóloga 
(Tabla 7), con unos títulos de actividad bactericida elevados, incluso en ausencia de 
adyuvantes en la inmunización. Como se puede observar, el suero obtenido al 
inmunizar con la proteina rMIP incorporada en liposomas presentó la mayor tasa de 
mortalidad, alcanzando un título de actividad bactericida de 1024. El obtenido 
mediante la inmunización con tan solo 5 ug de rMIP purificada en cada dosis de 
inmunización, sin adyuvante, también mostró un buen título (256) y los sueros con 
distintos adyuvantes (Al(OH)3 y adyuvante de Freund) presentaron el mismo título 
(512). 
Tabla 7. Actividad bactericida de los sueros anti-MIP, anti-MIP-Al, anti-MIP-Fr y anti-Lip-MIP frente a la cepa 
homóloga N. meningitidis H44/76. Los resultados se expresan como la máxima dilución del suero en la que 
mantiene una tasa de mortalidad ≥50%. 
 
 De las cepas hetérologas estudiadas, los sueros resultaron bactericidas 
únicamente contra la cepa Nmp27 (Tabla  8), presentando todos los sueros 
analizados el mismo título bactericida (1000). Frente a las cepas N. meningitidis 
3063 y Nm26 mostraron una mortalidad elevada, cercana a la considerada 
bactericida en algunos casos. 
























CEPAS anti-MIP anti-MIP-Al anti-MIP-Fr anti-Lip-MIP
3063 40,40% 49,20% 41,50% 24,20%
NZ98/254 3,20% 17,60% 0,70% 6,65%
Nm26 40,80% 40,40% 23,80% 18,20%
Nmp27 1/1000   1/1000 1/1000 1/1000  
 
Tabla 8. Actividad bactericida de los sueros anti-MIP, anti-MIP-Al, anti-MIP-Fr y anti- Lip-MIP frente a las 
cepas de N. meningitidis 3063, NZ98/254, Nm26 y Nmp27.  Los resultados se expresan como la tasa de 
mortalidad alcanzada por el suero a dilución 1:8. Cuando la tasa de mortalidad fue mayor del 50% se muestra la 
máxima dilución del suero que mantiene una tasa de mortalidad ≥50%. 
 
4.2.6. Ensayos de citometría de flujo (opsonofagocitosis, deposición del 
complejo de ataque membrana y deposición del complemento C3b) 
 El ensayo de opsonofagocitosis (OPA) determinó la fagocitosis que inducen 
los anticuerpos presentes en los sueros anti-MIP, anti-MIP-Al, anti-MIP-Fr y anti-
Lip-MIP determinando la fluorescencia emitida por las células fagocíticas. La 
deposición del complejo de ataque a membrana (CDA C5b-9) en la superficie celular 
se determinó también por citometría de flujo, a través de la unión de un anticuerpo 
marcado con fluorescencia al complejo de ataque a membrana y la deposición del 
complemento (CDA C3b) en la superficie bacteriana inducida por los anticuerpos 
presentes en los sueros a analizar. Los ensayos fueron realizados con la cepa 
homóloga N. meningitidis H44/76 y las cepas heterólogas N. meningitidis 3061, 
3063, NZ98/254, Nm26 y Nmp27. 
 Los resultados obtenidos, en los diferentes ensayos realizados, se muestran en 
la Tabla 9 como índices de fluorescencia alcanzados, por cada cepa y suero, a los 
que se les sustrajo el índice de fluorescencia emitido por el control correspondiente 
para cada suero a analizar. Se muestran los valores de FI-C´ obtenidos en los ensayos 





C5b9) y deposición del complemento C3b (CDA C3b) con los sueros obtenidos y 




Tabla 9 : Resultados de citometría de flujo en los ensayos de opsonofagocitosis (OPA), deposición del complejo 
de ataque a membrana (CDA C5b-9), deposición de complemento (CDA C3b) y unión a superficie (SLA) con los 
sueros anti-MIP, anti-MIP-Al, anti-MIP-Fr y anti-Lip-MIP. Se muestran los resultados obtenidos como índices de 
fluorescencia alcanzados por cada suero y los sueros anti-OMVs correspondientes a cada cepa, sustrayendo el 
índice de fluorescencia generado por el control sin anticuerpos y con fuente de complemento (FI-C´). 
 
 Como se puede apreciar en la Tabla 9, excepto en algún caso del suero anti-
Lip-MIP, ningún suero indujo opsonofagocitosis. Los índices de fluorescencia 
alcanzados en el ensayo que determina la deposición del complejo de ataque 
membrana por parte del suero anti-MIP-Al fueron mayores que los obtenidos con el 
 
    FI-C´       
 
CEPA Anti-OMVs Anti-MIP Anti-MIP-Al Anti-MIP-Fr Anti-Lip-MIP 
OPA H44/76 10054,9 0 0 0 0 
 
NZ98/254 21440,5 0 0 0  0 
 
3061 8131,88 0 0 0 31430,3 
 
3063 7897,49 0 0 0 3439,3 
 
Nm26 881,11 0 0 0 1642,2 
 
Nmp27 19857,4 0 0 0  7764,2 
       CDA C5b-9 H44/76 12413,24 501,01 0 177,68  8327,1 
 
NZ98/254 23190,99 0 10,68 0  0 
 
3061 9764,83 29,52 211,29 0  39407,9 
 
3063 6571,49 0 140,66 0  0 
 
Nm26 4766,77 41,97 381,48 0  15629,8 
 
Nmp27 15487,36 375,88 219,64 6,31  31915,6 
       CDA C3b H44/76 10286,53 8351,6 0 7743,66 9250,5 
 
NZ98/254 82531,14 3284,72 0 0  0 
 
3061 12721,57 1774,27 0 0 8231,5 
 
3063 14235,46 0 0 0  0 
 
Nm26 11138,77 0 0 1358,21 7913,2 
 





suero anti-MIP sin adyuvantes,  con la excepción del ensayo realizado con las cepas 
N. meningitidis Nmp27 y H44/76.  El suero anti-MIP-Fr sólo indujo la deposición del 
complejo de ataque a membrana en las cepas N. meningitidis H44/76 y Nmp27. El 
suero anti-Lip-MIP presentó los valores más elevados, excepto con las cepas 
NZ98/254 y 3063, en las que no se indujo la deposición del CAM. Los datos 
obtenidos en el ensayo de deposición de C3b muestran un posible efecto negativo del 
adyuvante en la deposición, ya que el suero anti-MIP-Al no indujo la deposición en 
ninguna cepa de estudio y el suero anti-MIP-Fr solo indujo la deposición del 
complemento en las cepas N. meningitidis H44/76 y Nm26. Al contrario, el suero 
anti-Lip-MIP  indujo la deposición en todas las cepas excepto en la NZ98/254 y la 
3063. Los índices más elevados se observaron en los suerso anti-MIP y anti-Lip-MIP 



































































































































































































Las proteínas de membrana externa, presentadas tanto como proteínas 
recombinantes purificadas o como proteínas incluidas en OMVs, se han convertido 
en los principales candidatos vacunales contra el serogrupo  B tras el fracaso que 
supuso el polisacárido capsular como antígeno vacunal
168
. A pesar de los avances de 
los últimos años, como la reciente aprobación por parte de la Agencia Europea de 
Medicamentos de la vacuna Bexsero® de Novartis, para su uso a partir de los 2 
meses de edad, y de la vacuna en ensayos clínicos en fase III de Pfizer,  ambas contra 
el serogrupo B
169
, sigue siendo un objetivo prioritario la búsqueda de nuevos 
antígenos con secuencias conservadas y con capacidad de inducir anticuerpos 
bactericidas de amplia cobertura contra este serogrupo
170
. Con respecto a la vacuna 
de Novartis, no ha sido evaluada mediante ensayos clínicos, sino que su eficacia ha 
sido deducida mediante estudios de inmunogenicidad, empleando un sistema de 
tipificación de antígenos meningocócicos (MATS) desarrollado para relacionar los 
perfiles de antígenos de distintas cepas meningococales y poder prever así la 
cobertura de la vacuna. Un estudio de 1000 cepas aproximadamente, aisladas en 
Europa , mostró que entre el 73% y el 87% de éstas, tenían un perfil adecuado que 
podría ser cubierto por la vacuna. Los datos obtenidos en España a partir de 300 
aislamientos clínicos, indican que en torno al 68,7%  de las cepas del estudio tenían 
un perfil de MATS adecuado, con la potencialidad de ser cubiertas. Los niveles de 
cobertura de la vacuna en España son ligeramente inferiores al resto de países del 
entorno y los intervalos de confianza son significativamente más amplios, debido 
posiblemente a las diferencias en la distribución de los complejos clonales de N. 
meningitidis serogrupo B que se han observado en España
171
. 
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Recientemente la AEMP (Agencia Española de Medicamentos y Productos 
Sanitarios) emitió un informe restringiendo el uso de esta vacuna al ámbito 
hospitalario: 
“En base a la ausencia de datos de eficacia clínica con esta vacuna, (…)  y a la espera de obtener datos 
de efectividad post-autorización, y ante la ausencia, en estos momentos, de recomendaciones oficiales 
de uso por parte de Salud Pública, se recomienda establecer el uso hospitalario de la vacuna Bexsero, 
hasta que Salud Pública determine, en el seno del Consejo Interterritorial del Sistema Nacional de 
Salud, el objetivo o la política que se va a seguir con respecto al uso de esta vacuna” 
172
. 
Debido a la posibilidad de que algunos de los epitopos conformacionales 
que albergan los complejos proteicos de membrana externa sean protectivos y 
conservados, nuestra línea de investigación en los últimos años se ha centrado en el 
estudio de este tipo de epitopos como componentes vacunales. 
La  conservación de la secuencia y el carácter antigénico de la chaperonina 
MSP63, evaluados en estudios en nuestro laboratorio
143
, así como también por otros 
investigadores
152
, nos llevaron a considerarla un buen candidato a estudiar. 
En trabajos previos se obtuvo el suero denominado anti-CxChap (complejo 
constituido por catorce subunidades de la proteína MSP63 obtenido por elución 
pasiva a partir de la banda correspondiente de un gel con OMVs de N. meningitidis 
H44/76 separadas por hrCNE). Este suero mostró buenos resultados en diversos 
indicadores de protección además de una gran reactividad cruzada y actividad 
bactericida. La caracterización por Western-blotting reveló la existencia de 
anticuerpos contra dos proteínas, la MSP63 y la proteína MIP. Dicho suero resultó 
bactericida contra la cepa homóloga y se observó una buena unión de los anticuerpos 
a la superficie bacteriana en todas las cepas estudiadas, indicando de esta manera 
cierto grado de conservación de los epitopos que son reconocidos. También indujo 












La razón más probable de los resultados obtenidos es que en el proceso de 
purificación del complejo de la chaperonina se hubiese producido una cierta 
contaminación con otros complejos que contienen la MIP, generando anticuerpos 
contra ella al inmunizar los ratones. Debido a su alta inmunogenicidad y a pesar de 
su presencia minoritaria,  resultó fuertemente reconocida mostrando una muy buena 
señal en el Western-blot. 
Los objetivos planteados en este trabajo para el estudio con la proteína 
MSP63 fueron: a) su purificación, b) la obtención y caracterización del suero inmune 
anti-MSP63 y c) el análisis funcional de los anticuerpos del suero, todo ello como 
primera aproximación para desvelar cual de las dos proteínas (MSP63 o MIP), fue la 
responsable de los buenos resultados obtenidos con el suero anti-CxChap y poder 
determinar también, la importancia antígénica de cada proteína de manera individual. 
Las técnicas electrofóreticas empleadas, tanto para la obtención de la 
proteína desnaturalizada como para los posteriores análisis, resultaron adecuadas, 
pudiendo detectar y aislar tanto el complejo de forma nativa como la proteína 
desnaturalizada. A pesar de que el método más empleado para la obtención de OMVs 
es la extracción con deoxicolato sódico, la metodología elegida para la realización de 
este trabajo fue la extracción con Prensa de French , ya que nuestros análisis previos 
mostraron que este método permite una menor contaminación con proteínas 
citoplasmáticas
173
, obteniéndose OMVs comparables a las secretadas por las 
bacterias de forma natural. 
Un gran inconveniente a la hora de analizar cualquier proteína es la 
obtención o no de muestra suficiente para llevar a cabo todos los experimentos 
planteados en el estudio. Aunque la elución pasiva a partir de geles es comúnmente 
empleada por otros autores
174
 , y en estudios anteriores en nuestro laboratorio resultó 
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, en el caso concreto de la proteína MSP63, la obtención de una mínima 
cantidad de muestra realizando este protocolo, conllevó a  que la metodología de 
purificación elegida fuese la electro-elución. Este método nos permitió obtener de 
manera satisfactoria la proteína, tal y como mostraron las comprobaciones del eluído 
por electroforesis y los Western-blot realizados con el suero anti-MSP63 (ver Figura 
9). 
Como se ha mencionado, el principal problema observado anteriormente 
con la purificación del complejo Cx-Chap, fue la co-purificación de la proteína MIP 
debido a que ese complejo se eluyó directamente de geles de hrCNE, donde 
coexisten distintas proteínas en la banda de interés. En este trabajo, sin embargo, la 
posterior separación en SDS-PAGE de la banda correspondiente al Cx-Chap 
posibilitó aislar totalmente la proteína MSP63 y de este modo, se consiguió 
solucionar el problema de la co-purificación de la proteína MIP y así poder analizar 
posteriormente las características de la primera de manera individual. La sobrecarga 
de los pocillos en la SDS-PAGE permitió también demostrar la contaminación con 
otros complejos junto con el de la chaperonina en el eluído que se usó en trabajos 
previos para obtener el suero anti-CxChap (ver Figura 7). 
Los resultados de la caracterización por Western-blotting del suero obtenido 
por inmunización de animales de experimentación con la proteína MSP63, 
demostraron que efectivamente solo reconoce a dicha proteína, asegurándonos así 
que los demás resultados que obtengamos sean debidos a  la presencia únicamente de 
la misma. 
Sin embargo, esta metodología no nos permitió conservar la estructura 
terciaria y cuaternaria de la misma. Por lo tanto, el suero anti-MSP63 obtenido no 
contempla los epitopos conformacionales del Cx-Chap y consecuentemente, los 
resultados de actividad bactericida obtenidos corresponden a anticuerpos frente a la 
MSP63 desnaturalizada. 
La realización de un Western-blot a partir de una hrCNE nos desveló que 





mediante columnas de afinidad se podría purificar eficazmente el complejo de 
chaperonina, sin los contaminantes detectados en experimentos previos y de este 
modo analizar  la influencia de los epitopos conformacionales.  
Se procedió, en consecuencia, a la realización de un ensayo de 
cromatografía de afinidad al suero anti-MSP63, resultando no fructífero, debido 
posiblemente a la poca cantidad inicial de IgGs obtenidas con el suero anti-MSP63 
disponible, apenas el mínimo necesario en el rango establecido para la realización del 
experimento, siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Uno de los experimentos realizados como indicador de protección fue la 
actividad  bactericida.  Actualmente están siendo estudiadas otras vías de actuación 
del sistema inmune como la opsonofagocitosis y la deposición de complemento en la 
superficie bacteriana
175
 , pero basándose en la correlación existente entre los títulos 
de actividad bactericida de los sueros alcanzados tras la inmunización con preparados 
vacunales de OMVs y la eficacia clínica de las vacunas, sigue siendo un indicador de 
correlación de protección aceptado internacionalmente,  considerándose positivo 
títulos  ≥4 al utilizar complemento humano y ≥8 con complemento de conejo176. Por 
todo ello, para el análisis funcional de los anticuerpos presentes en los sueros 
inmunes obtenidos realizamos experimentos de actividad bactericida del suero, de 
deposición de complemento en la superficie bacteriana y de inducción de fagocitosis. 
Los experimentos de actividad bactericida del suero fueron realizados con 
complemento de conejo comercial, debido a nuestra imposibilidad de obtener 
complemento humano agammaglobulémico. Aunque existe un creciente interés por 
su utilización, debido a la especificidad del regulador del complemento fH por la 
FHbp en la superficie bacteriana, que ayuda al meningococo a incrementar su 
supervivencia
176
, la mayoría de los experimentos son realizados con complemento 
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, teniendo siempre en cuenta el aumento que esto supone en el 
título de actividad bactericida debido a la inespecificidad del regulador fH de conejo 
por la fHbp del meningococo
177
. 
Los resultados obtenidos en el ensayo de actividad bactericida con el suero 
anti-MSP63 mostraron cierta similitud con los conseguidos previamente con el suero 
anti-CxChap. Ambos resultaron bactericidas al menos contra la cepa homóloga; sin 
embargo existió una importante diferencia en la tasa de mortalidad alcanzada a la 
mínima dilución (1/8). Mientras el suero anti-CxChap alcanzó una tasa de mortalidad 
del 100% frente a la cepa homóloga, el suero anti-MSP63 únicamente alcanzó una 
tasa del 55%. Esto sugiere, o bien que es necesaria la estructura nativa de la MSP63 
(por lo tanto una respuesta frente a los epitopos conformacionales) para obtener 
anticuerpos que alcancen una tasa de mortalidad del 100%, o bien que es la proteína 
MIP la responsable de esta actividad.  
En trabajos previos en nuestro laboratorio se estudiaron las características 
antigénicas de los principales complejos proteicos de membrana externa, entre ellos 
el complejo CxChap, a través de ensayos  de deposición de complemento en la 
membrana bacteriana (C3b y MAC) y de inducción de opsonofagocitosis
146
. Estos 
experimentos,  que fueron  realizados con el suero anti-MSP63,  mostraron que no se 
indujo la deposición del complemento, la deposición del complejo de ataque a 
membrana ni opsonofagocitosis. Únicamente se observó la unión de anticuerpos a la 
superficie bacteriana en todas las cepas estudiadas. Por tanto,   parece que la proteína 
MSP63 desnaturalizada no genera la protección  previamente detectada con el suero 
anti-CxChap, presentando una tasa de mortalidad a 1:8 muy inferior y no induciendo 
opsonofagocitosis ni deposición del complemento. Las propiedades de esta proteína 
y las conclusiones obtenidas en otro estudio realizado recientemente por Phillips y 
colaboradores
170
, sugieren la adecuación  de esta proteína como antígeno a incluir en 
próximas vacunas, aunque empleando distintas variaciones de la misma. A pesar de 
ello, nuestros resultados con esta proteína, a la espera de conseguir purificar el 
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complejo Cx-Chap mediante columnas de afinidad, nos condujeron a centrar este 
estudio en la proteína MIP. 
Debido a los buenos resultados obtenidos con el suero anti-CxChap y su 
capacidad de detección de la proteína MIP , se procedió al análisis de la importancia 
antigénica de esta molécula y a su valoración como candidato vacunal, con el fin de 
contribuir al desarrollo de nuevas vacunas basadas en proteínas de membrana 
externa, con  amplia cobertura y de eficacia elevada. También se estudió la diferencia 
en la respuesta inmune al emplear distintos adyuvantes, así como la inclusión de la 
proteína MIP en liposomas, ya que son vehículos de presentación de antígeno 
adecuados a la hora de elaborar vacunas. Con este fin, los objetivos planteados para 
el estudio de la proteína MIP de N. meningitidis como candidato vacunal fueron, su 
purificación, su inclusión en liposomas, la obtención de diferentes sueros inmunes y 
el análisis funcional de los anticuerpos generados en ellos. 
Para la obtención de la proteína MIP de N. meningitidis se procedió, en 
primer lugar, a la purificación tanto por elución pasiva como por electro-elución 
teniendo como referencia, a la hora de cortar las bandas correspondientes, datos 
previos de nuestro laboratorio, obtenidos mediante electroforesis bidimensional 
hrCNE/SDS-PAGE, en los que se detectó esta  proteína en varias bandas de distintos 
pesos moleculares 
139
. De este modo no se obtuvo la cantidad  necesaria para llevar a 
cabo todos los estudios planteados, por lo que se decidió clonar la MIP, que resultó el 
método más eficaz a la hora de obtener una cantidad adecuada de proteína. El 
rendimiento de la expresión y purificación, a pesar de numerosos experimentos para 
su optimización, resultó mucho menor que en estudios con otras proteínas 
recombinantes purificadas en nuestro laboratorio e inferior también al obtenido por 
otros autores (Hung y colaboradores) en un estudio similar
178
, pero empleando un 
vector de clonación diferente. Se analizó la presencia de varias bandas minoritarias 
(ver Figura 21), comprobando que en su mayoría corresponden a variantes de la 
proteína MIP  y, en algún caso, a restos de proteínas de E. coli, que no interfieren en 
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este estudio, por estar en cantidades ínfimas y no generar respuesta de anticuerpos 
específicos. 
Un método eficaz para inducir la adquisición de la estructura nativa de las 
proteínas es la incorporación en liposomas. Los liposomas son pequeñas vesículas 
compuestas de bicapas lipídicas que pueden incorporar antígenos y actualmente uno 
de los vehículos de presentación más prometedores
179
. Estos sistemas presentan una 
serie de características beneficiosas, con respecto a otro tipo de vehículos, a la hora 
de tenerlos en cuenta como adyuvantes para la elaboración de vacunas, ya que 
producen una respuesta inmune humoral y  no generan granulomas en el lugar de la 
inyección, ni reacciones de hipersensibilidad, como fue comprobado en estudios de 
inmunización en ratones; además, los liposomas formados utilizando fosfolípidos 
adecuados, no desarrollan anticuerpos contra sus propios componentes. La 
inmunización con los antígenos  insertos en liposomas logró una protección efectiva 
en diferentes modelos animales
180
. Estudios realizados en nuestro laboratorio 
demostraron que, tras la liofilización y con la crioprotección adecuada (como el 
empleo de glucosa), los proteoliposomas preservaron sus propiedades durante al 
menos nueve meses, permitiendo una conservación del antígeno idonea
165
. Por todo 
ello, se decidió estudiar las propiedades antigénicas de la proteína rMIP formando 
proteoliposomas, obteniendo y analizando el suero que denominamos anti-Lip-MIP. 
La proteína MIP de N. meningitidis está formada por una secuencia de 272 
aminoácidos con dos regiones claramente definidas (ver Figura 32). La primera de 
ellas, situada en el extremo C-terminal, constituye una secuencia de anclaje a 
membranas, que abarca desde el aminoácido 1 hasta el 41. Esta región se conforma 
en una estructura pseudoglobular formada exclusivamente por láminas beta y 
presenta una hidrofobicidad elevada, por lo que teóricamente constituiría la zona de 
anclaje de la proteína a la membrana externa del meningococo. El resto de la proteína 
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adopta una estructura lineal formada por 4 hélices alfa bien definidas, con baja 
hidrofobicidad, que se expandirían teóricamente hacia el exterior de la membrana. 
 
Figura 32. Estructura tridimensional hipotética de la proteína MIP de N. meningitidis ( por homología con la 
pepttidyl-prolyl cis-trans isomerase de E. coli, de acuerdo a la información obtenida del NCBI). Las láminas beta, 
que coinciden con la región hidrofóbica, se presentan coloreadas en azul y las hélices alfa en rojo. 
Toda la segunda región, presenta una elevada homología con los dominios 
FkpA, que constituyen una de las principales familias de chaperonas bacterianas y 
dentro de ella se distinguen a su vez, dos regiones específicas: la primera, que abarca 
los aminoácidos 143 a 155, pertenece a la superfamilia FKPB_N  (pfam01346) que 
constituye el dominio amino terminal de una peptidyl-prolyl-isomerasa de tipo FKBP 
y la segunda, de los aminoácidos 162 a 250, de la superfamilia FKPB_C 
(pfam00254) y que porta la actividad peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa de tipo 






Para este estudio, se incorporó la proteína rMIP en liposomas, formando los 
proteolipomas LipMIP mediante diálisis y extrusión a través de filtros de 0,1 µm. La 
extrusión permite obtener liposomas de un tamaño homogéneo, no afectando a la 
reconstitución de la conformación de la proteína. Los proteoliposomas resultantes se 
analizaron por SDS-PAGE, comprobando la presencia de la rMIP, observándose una 
sola banda, sin detectarse las bandas minoritarias antes mencionadas. El Western-
blot con suero anti-MIP desvela la presencia de otras dos bandas correspondientes 
también a la rMIP (ver Figura 23). Los resultados obtenidos en dot-blotting, sugieren 
que la parte hidrofóbica de la proteína se encuentra insertada en la capa lipídica 
formada por colesterol y 1-α-fosfatidilcolina., ya que la parte antígenica de la 
proteína fue detectada por el suero anti-MIP en la superficie de los liposomas 
intactos. 
Para el análisis de la capacidad antigénica y la respuesta inmune generada 
en animales de experimentación, se obtuvieron un total de cuatro sueros inmunes: 
anti-MIP, anti-MIP-Alum, anti-MIP-Freund y anti-Lip-MIP. La titulación por dot-
blotting puso de manifiesto la alta inmunogenicidad de la MIP, generando señal a 
diluciones de los sueros de hasta 1:10.000, decidiendo emplear ésta como dilución de 
trabajo. La caracterización de los sueros por Western-blotting reveló que en todos los 
casos únicamente reconocen a la MIP. La reactividad cruzada de estos sueros se 
demostró al realizar un Western-blot con el suero anti-MIP a partir de una SDS-
PAGE con OMVs de diferentes cepas de N. meningitidis (ver Figura 29). En este 
ensayo se observa también, una disminución de la señal cuando las OMVs fueron 
obtenidas de una cepa cultivada sin restricción de hierro, lo que sugiere que la MIP 
pueda ser otra de las numerosas proteínas de N. meningitidis reguladas por hierro. 
 La realización de ensayos de dot-blotting con el suero anti-MIP empleando 
células enteras de diferentes cepas de N. meningitidis, desveló la presencia de esta 
proteína en la superficie bacteriana. La localización predicha para esta proteína es 
citosólica, lo que contrasta con nuestros datos de reactividad antigénica, ya que la 





 Al realizar un Western-blot a partir de una electroforesis nativa de alta 
resolución, que permite el mantenimiento de las estructuras nativas de las proteínas, 
se observó la presencia de la MIP en diferentes complejos (ver Figura 31), aunque 
fue mayoritaria  en una banda a la altura de los complejos de porinas. También  fue 
detectada en otros estudios en nuestro laboratorio mediante electroforesis 
bidimensionales 2D-hrCNE/SDS-PAGE
139
 en complejos de porinas de alto peso 
molecular. Una posible explicación podría ser, como ya ha sido sugerido en trabajos 
previos, que existiese una interacción entre la proteína MIP y la porina PorB , ya que 
, aunque esto no ha sido descrito hasta el momento, existe una proteína con una alta 
homología en N. gonorroheae , la lipoproteína Ng-MIP, que aumenta la 
supervivevncia en el interior macrófagos
153
 (pudiendo ejercer un papel similar la 
MIP en N. meningitidis) y la porina PorB desempeña también un papel importante en 




La estructura de esta proteína junto con nuestros resultados, sugieren que sus 
epitopos, tanto los lineales como los conformacionales, estarían situados con toda 
probabilidad en la segunda región, antes mencionada, constituida por hélices alfa.  
 Nuestros datos muestran que la proteína MIP de N. meningitidis genera 
anticuerpos que activan la lisis del meningococo mediada por complemento, que es 
el indicador de protección actualmente aceptado para este microorganismo. Los 
resultados de los ensayos de actividad bactericida con los sueros anti-MIP mostraron 
una mayor capacidad de los sueros de inducir anticuerpos bactericidas que el suero 
anti-CxChap, que sólo resultó bactericida contra la cepa homóloga N. meningitidis 
H44/76. Los resultados de todos los sueros anti-MIP coinciden en cuanto a las cepas 
frente a las que resultaron bactericidas, la cepa homóloga H44/76 y la cepa 
heteróloga Nmp27, que comparten el epitopo P1.16, el cual está descrito por otros 
                                                 
181
 Massari P, Gunawardana J, Liu X, Wetzler LM. 2010. Meningococcal porin PorB prevents 






autores como generador de anticuerpos
182
, aunque estos sueros no presentan 
anticuerpos contra la PorA. La otra cepa que comparte el epitopo, la Nm26, presentó 
unos valores elevados, muy cerca de lo que se considera bactericida. La cepa N. 
meningitidis 3063, a pesar de pertenecer a un serosubtipo diferente, presentó también 
unas tasas de mortalidad cercanas al 50%, por lo que, aunque parezca que esta 
proteína pueda tener epitopos que varíen paralelamente a los de la porina PorA, 
parece que pueden existir otros independientes del serosubtipo. 
 El empleo de estas cepas, en concreto, estuvo condicionado a la necesidad 
de comparar  los  resultados obtenidos con datos previos de nuestro laboratorio. En el 
estudio de Hung y colaboradores
178
, secuenciaron la MIP y determinaron por 
homología distintos tipos de la misma con el fin de analizar su conservación, 
encontrando que esta proteína presenta una alta homología entre distintas cepas, con 
sólo tres tipos diferentes de secuencias. En sus ensayos, los sueros anti-MIP 
resultaron bactericidas contra los tres tipos analizados. Nuestros resultados no 
concuerdan con estos datos, ya que los sueros obtenidos para el presente trabajo no 
resultaron bactericidas frente a todas las cepas analizadas. No obstante, sí sugieren la 
existencia de tres tipos de proteínas distintas, posiblemente con diferente 
accesibilidad, ya que todos nuestros  sueros resultaron altamente bactericidas frente a 
dos cepas, alcanzaron casi el nivel de actividad bactericida establecido como 
protectivo frente a otras dos, mientras resultaron no bactericidas frente a una quinta 
cepa. 
 Los adyuvantes químicos son sustancias inyectadas con el antígeno que 
pretenden acelerar, prolongar y/o potenciar la respuesta inmune específica contra los 
antígenos que han sido inoculados. Se suelen dividir en dos categorías dependiendo 
de la forma en la que realicen su función: vehículos de presentación de antígeno e 
inmunopotenciadores
183
. El uso de estos adyuvantes ofrece numerosas ventajas, 
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como la reducción en la cantidad de antígeno a emplear o el aumento en la eficacia 
de vacunas en recién nacidos y ancianos, por lo que la búsqueda de adyuvantes que 
no resulten tóxicos y el desarrollo de vehículos de presentación de antígeno 
adecuados, son importantes temas de estudio en el campo de la vacunología.  
 Los adyuvantes de aluminio han sido empleados en vacunas en uso durante 
más de 50 años, con el fin de inducir inmunoprotección temprana, elevada y 
duradera, y son actualmente los más empleados, especialmente el fosfato de aluminio 
y el hidróxido de aluminio, tanto en vacunas de uso veterinario como en humanos
184
. 
En 1936, Freund elaboró una emulsión de agua y aceite mineral conteniendo 
micobacterias muertas, denominado adyuvante completo de Freund, siendo uno de 
los adyuvantes más potentes pero también muy reactogénico, lo que dificultó su uso 
en ensayos clínicos. Las formulaciones actuales son mucho menos reactivas y tóxicas 




 En cuanto a las diferencias obtenidas en nuestro estudio, en función de los 
diferentes adyuvantes utilizados en la inmunización, cabe destacar que los resultados 
difieren según la cepa empleada. Para la homóloga, los anticuerpos generados por la 
inmunización con los proteoliposomas LipMIP resultaron bactericidas hasta un título 
de 1024, el más elevado para esta cepa, siendo el menor título alcanzado el del suero 
anti-MIP sin adyuvantes. No observamos diferencias significativas en el título 
alcanzado, entre el adyuvante de Freund y el hidróxido de aluminio. En los 
resultados obtenidos con la cepa Nmp27 no se aprecian diferencias según el 
adyuvante empleado, ya que todos los sueros alcanzaron el mismo título, que en el 
caso de los sueros anti-MIP, anti-MIP-Al y anti-MIP-Fr fue mayor que frente a la 
cepa homóloga. En las cepas N. meningitidis 3063 y Nm26 se aprecia un descenso en 
la tasa de mortalidad en los ensayos realizados con el suero anti-Lip-MIP, al 
contrario de lo que ocurría con la cepa homóloga.  
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 A diferencia de nuestros resultados, Hung y colaboradores obtuvieron 
resultados de actividad bactericida variables según el adyuvante empleado e incluso 
observaron que  el empleo de hidróxido de aluminio provoca que no se produzca una 
respuesta bactericida, explicando esto al hecho de que la adsorción al alumino 
pudiera provocar una alteración en la conformación nativa de los epitopos 
bactericidas de la rMIP. Nuestros ensayos contradicen esta explicación, ya que el 
suero anti-MIP-Alum resultó bactericida, y en su mayoría con valores superiores al 
suero anti-MIP (sin adyuvantes). 
 Los datos obtenidos en nuestro estudio muestran que, aunque en el suero 
anti-Cxchap estaba presente la proteína MIP, al inmunizar únicamente con ella y en 
mayor cantidad,  los resultados variaron,  dando lugar a un aumento en el número de 
cepas frente a las que es bactericida, incrementando los títulos alcanzados frente a las 
mismas e incluso incrementando  las tasas de mortalidad en los casos en los que no 
se alcanzó el estándar de actividad bactericida (50% a 1:8). 
 Los estudios de citometría de flujo realizados con los sueros anti-MIP 
fueron la opsonofagocitosis, la deposición de MAC y la deposición del 
complemento. Los resultados obtenidos no se correlacionan con los datos de 
actividad bactericida, mostrando ciertas similutudes únicamente en los datos 
obtenidos con el suero anti-LipMIP. Ningún suero mostró opsonofagocitosis, excepto 
en algún caso con el suero anti-LipMIP, sugiriendo una posible actividad 
opsonofagocítica debida a los epitopos conformacionales, lo cual debe ser estudiado 
en más profundidad. Los datos de deposición del complejo de ataque a membrana y 
deposición del complemento son variables, mostrando un posible efecto negativo del 
adyuvante de Freund y el hidróxido de aluminio. Estos datos sugieren, que al menos 
para el caso de la proteína MIP, el ensayo de actividad bactericida sigue siendo el 
indicador de protección adecuado. 
 Los resultados de actividad bactericida obtenidos en este trabajo sugieren 
que la utilización de la  MIP como candidato vacunal puede ser prometedora. 
Además, en un estudio reciente se observó que la expresión del gen de la proteína 





mutante carente de la expresión de la proteína MIP es más sensible a la muerte por el 
suero que la cepa salvaje
186
, sugiriendo que la proteína desempeña un papel 
importante en la supervivencia del meningococo en el torrente sanguíneo humano. 
Estos datos,  junto con los resultados del estudio de Hung y colaboradores, refuerzan 
el planteamiento de que la MIP es un candidato a tener en cuenta en próximas 
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I. La proteína MSP63 de N. meningitidis desnaturalizada induce una 
actividad bactericida menor que los complejos Cx-Chap y, al contrario 
que estos, no genera protección cuando se evalua empleando otros 
indicadores como la opsonofagocitosis o la deposición de componentes 
del complemento. 
II. La proteína MIP de N. meningitidis puede ser clonada y expresada en E. 
coli y la MIP recombinante se incorpora de forma eficiente en liposomas. 
Al menos parte de la proteína se encuentra expuesta en la superficie, 
demostrando que se asocia a la capa lipídica formando proteoliposomas. 
III. La proteína MIP purificada es altamente inmunogénica 
independientemente de la forma de presentación y los antisueros que 
genera muestran una especificidad absoluta y una reactividad cruzada 
total. En condiciones naturales (células enteras) la MIP está expuesta en 
superficie (y por tanto es accesible a los anticuerpos), formando parte de 
varios complejos proteicos de membrana externa. 
IV. Los antisueros generados por la proteína MIP son bactericidas frente a la 
cepa homóloga H44/76 y muestran una actividad bactericida variable 
frente a cepas heterólogas. Estos resultados apoyan la existencia de tres 
variantes diferentes de la proteína MIP en N. meningitidis. Los otros 
indicadores de protección no presentan una correlación significativa con  
la actividad bactericida. 
V. La proteína MIP puede ser un candidato vacunal adecuado a incluir en 
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